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Tämän työn kirjallisuuskatsauksessa keskitytään lakkaasi-entsyymin toimintaan ja sovellutuksiin, sekä 2,2,6,6-
tetrametyylipiperidinyylioksyylin (TEMPO) toimintaan. Lakkaasi eli p-difenolioksidaasi on sienten ja kasvien 
tuottama entsyymi, joka hapettaa fenoleja molekulaarisen hapen avulla.  
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esikäsittelyyn, sekä yhdeksi vaiheeksi sellun valkaisuun. Lakkaasille on myös kehitetty sovellutuksia 
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Lignoselliloosamateriaalin hapettamisessa lakkaasin ensisijainen toimintamenetelmä on lakkaasi-
mediaattori-systeemi (LMS), jossa entsyymi hapettaa pienen molekyylin, kuten 1-hydroksibentsotriatsolin 
(HBT) tai TEMPO, jotka vuorostaan hapettavat substraatin. 
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TEMPO:n. Molekulaarista happea terminaalisena hapettimena käyttäviä metallikatalyyttejä ollaan myös 
tutkittu TEMPO:n hapettamiseen. Kupari-, rutenium- ja rauta-katalyytit ovat eniten tutkittuja. TEMPO:n 
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Tutkimuksesta saatiin selville, että TEMPO ei hapettanut adlerolin sekundääristä bentsyylistä 
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TEMPO+  2,2,6,6-tetrametyyli-1-oksopiperidinium 
TEMPOH  2,2,6,6-tetrametyyli-1-hydroksipiperidiini 
TEMPH  2,2,6,6-tetrametyylipiperidiini 
HAA  3-hydroksiantraniliinihappo 
ET  elektroninsiirto (electron transfer) 





TMP kuumahierresellu (thermomechanical pulp) 
ECF klooriton (elemental chlorine free) 
TCF klooriyhdisteetön (totally chlorine free) 
PCP pentakloorifenoli 
PAH polyaromaattinen hiilivety 
PVPP polyvinyyli polypyrrolidoni 








PIPO polymeeri-immobilisoitu piperidinyylioksyyli 
PPh3 trifenyylifosfiini 
NHE normaalivetyelektrodi (normal hydrogen electrode) 
SHE standardivetyelektrodi (standard hydrogen electrode) 
NMR ydinmagneettinen resonanssi (nuclear magnetic resonance) 
HSQC heteronukleaarinen yhden kvantin korrelaatio 
HSQC-TOCSY heteronukleaarinen yhden kvantin korrelaatio – 
täysikorrelaatiospektroskopia 





RF retentiokerroin (retention factor) 
EtOAc etyyliasetaatti 
BHT butyloitu hydroksitolueeni 
THF tetrahydrofuraani 
SW havupuu (softwood) 





Tässä tutkielmassa käsitellään lakkaasien ja lakkaasi-mediaattori-systeemin (LMS) 
toimintamekanismia ja eri käyttötarkoituksia, sekä 2,2,6,6-tetrametyylipiperidiinioksyylin 
(TEMPO) käyttöä hapettimena erityisesti LMS:n yhteydessä. Lakkaasit ovat kuparia 
sisältäviä entsyymejä, jotka hapettavat monia yhdisteitä molekulaarisen hapen avulla. 
Lakkaasien keskeisiin reaktioihin kuuluu fenolisten yhdisteiden yhden elektronin hapetus, 
josta tyypillisesti seuraa jatkoreaktioiden kautta joko bentsokinonien muodostuminen, 
oligomerisaatio tai polymerisaatio.1 Lakkaasit pystyvät myös hajottamaan joitain 
polymeerejä, kuten ligniiniä, kun käytetään LMS:ä.2 TEMPO puolestaan on stabiili 
radikaali, joka toimii antioksidanttina radikaalimuodossaan ja hapettimena 
oksoammonium-muodossaan. TEMPO vaatii toimiakseen myös niin sanotun 
terminaalisen hapettimen, kuten esimerkiksi natriumhypokloriitin.3–6 Tietyt metallit kuten 
kupari ja rutenium voivat myös suoraan hapettaa TEMPO:a.7–9 TEMPO myös hapettaa 
alkoholeja selektiivisesti aldehydiksi tai ketoniksi, ja jopa inhiboi aldehydin auto-
oksidaatiota karboksyylihapoksi.3 TEMPO:a on myös menestyksekkäästi käytetty 
lakkaasien mediaattorina (kerahapettimena) erilaisissa sovellutuksissa. 
Lakkaasitutkimus on viimeisen kahdenkymmenen vuoden aikana huomattavasti 
lisääntynyt sen jälkeen, kun mediaattoreiden toiminta ymmärrettiin.10 LMS-sovellutukset 
ovat tuottaneet monia uusia käyttötarkoituksia lakkaaseille, kuten esimerkiksi sellun ja 
tekstiilien biovalkaisu ja fenolisten epäpuhtauksien neutralointi jätevesistä ja 
maaperästä.11 TEMPO:a puolestaan on viime vuosina tutkittu kasvavaan tahtiin johtuen 
uusien ympäristöystävällisten hapettimien tarpeesta.8,12 Useita tutkimuksia on julkaistu, 
missä TEMPO on kiinnitetty kiinteään kantajaan sen kulutuksen vähentämiseksi.3,13–15 
TEMPO:n käyttöä katalyyttisenä hapettimena on myös tutkittu olosuhteissa, missä 
terminaalinen hapetin on molekulaarinen happi.12,16–18 
Tutkimusosuudessa syntetisoitiin erityyppisiä vinyylifenoleja pyrolyysi-GC-MS-mittausten 
standardeiksi sekä ajettiin lopuksi nämä standardit GC-MS-spektrometrillä 17 muun 
yhdisteen kanssa pyrolyysi-GC-MS analyysien tulkinnan helpottamiseksi Myös näiden 
vinyylifenolien antioksidatiivista tehoa tutkittiin käyttäen vertailuna yleisiä 
antioksidatiivisia vertailuyhdisteitä: askorbiinihappoa ja butyloitua hydroksitolueenia 
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(BHT). Tässä tutkimuksen osassa mitattiin myös aiemmin valmistettujen esteröityjen 
kraft-ligniininen antioksidatiivisutta.19 
Lopuksi tutkittiin LMS-hapetussysteemiä TEMPO:n läsnäollessa käyttäen substraattina 
ligniinin malliaineita. Tässä yhteydessä käytettiin vertailuna erilaisia tyypillisiä lakkaasien 
mediaattoreita, kuten 1-hydroksibentsotriatsolia (HBT) ja Violuurihappoa (VLA) 
3. Kirjallisuuskatsaus 
3.1. Ligniini 
Tässä tutkielmassa käsitellään lakkaasi-hapetusta ja TEMPO-hapetusta. Molempia 
prosesseja on yritetty soveltaa ligniinin hapetukseen ja hapetusta seuraavaan 
depolymerisaatioon.16,20,21 Ligniinin monimuotoinen rakenne on keskeinen syy sen 
vaikeaan hajottamiseen.  Ligniini on luonnonpolymeeri, joka on selluloosan jälkeen yleisin 
polymeeri kasvien soluseinässä. Se koostuu kolmesta erilaisesta fenyylipropaaniyksiköstä, 
jotka ovat muodostaneet hiili-hiili sekä hiili-happi sidosten välityksellä verkoston, jolla ei 
ole selvää toistuvaa rakennetta. Sinapyylialkoholi 1, koniferyylialkoholi 2 ja para-
kumaryylialkoholi 3 (Kuva 1) liittyvät toisiinsa tyypillisesti β-5, β-1, β-O-4, 5-O-4’, β-β’, 5-5’ 
ja 5-5’-O-4 –sidoksilla, joissa numerot vastaavat aromaattisen renkaan hiiliä ja 
kreikkalaiset kirjaimet sivuketjun hiiliä (Kuva 1, 2).22,23 
 
Kuva 1. Ligniinin rakenneosat.22 
Havupuiden ja lehtipuiden ligniinien koostumus eroaa toisistaan. Havupuiden ligniini 
sisältää enimmäkseen guajasyyliryhmiä, kun taas lehtipuiden ligniini sisältää 
syringyyliryhmiä yhtä paljon tai enemmän kuin guajasyyliryhmiä. Ruoholigniini sisältää 
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tyypillisesti kaikkia kolmea rakenneosaa. Molempien puulajien ligniinit sisältävät noin 50 




Kuva 2. Esimerkki ligniinin rakenteesta, jossa on kuvattu eri sidoksia. Kuva Mäkelä et al. 
artikkelista.22 Kuvaan on merkittu ligniinille tyypilliset sidokset: a = β-5, b = β-1, c = β-O-4, d = 5-O-
4’, e = β-β’, f = 5-5’, g = 5-5-O-4’ 
Ligniinin rakenne johtuu sen polymeroitumisesta ligniinibiosynteesin kuluessa, jossa 
kuvassa 1 esiintyvät fenyylipropaaniyksiköt liittyvät toisiinsa radikaalireaktioiden avulla. 
Lignifikaatio eli ligniinin monomeerien polymerisaatioreaktio on viimeinen osa ligniinin 
biosynteesiä, joka tapahtuu pääasiassa kasvin soluseinässä. Biosynteesireitti alkaa 
fenyylialaniinista, josta muodostuu kuvan 1 ligniinipolymeerin prekursorit. Prekursorit 
hapettuvat tämän jälkeen fenoksiradikaaleiksi yksielektronisesta hapetuksesta, jossa 
hapettimena toimivat kasvin peroksidaasit ja lakkaasit.18,25,26 Rhus vernicifera-lakkaasilla 
tehtyjen kokeiden perusteella oletettiin pitkään, että lakkaasit eivät hapeta 
propyylifenyyliyhdisteitä ligniinin synteesissä,26,27 mutta Bao et al. osoittivat, että 
Loblollymännystä (P. taeda) eristetty lakkaasi kykenee hapettamaan koniferyylialkoholia, 
sinapyylialkoholia ja p-kumaryylialkoholia.26 Entsyymien hapettamille 
resonanssistabiloiduille fenoksiradikaaleille on ehdotettu seuraavaa toimintamenetelmää. 
Ensin propyylifenoli-radikaali siirtää radikaalivarauksen kasvavaan ligniini-oligomeeriin 
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toimien varauksen kuljettajana, jonka jälkeen toinen fenoksiradikaali kytkeytyy ligniini-
oligomeeriin pidentäen ligniiniketjua. Ligniiniketjun lähtökohtina toimivat ns. 
nukleaatiopisteet, joiden tarkkaa kemiallista rakennetta ei tunneta.28 
Luonnossa ligniinin hajotus tapahtuu enimmäkseen sienten avulla. Vaikka puiden 
selluloosaa ja hemiselluloosa hajottavat monet sienilajit, vain nk. lahottajasienet 
kykenevät hajottamaan ligniiniä tehokkaasti.  Ligniinin kanssa reagoivat lahottajasienet 
jaetaan tyypillisesti valkolaho- ja ruskolahosieniin. Valkolahosienet tuottavat ligniiniä 
hajottavia solunulkoisia entsyymejä, kuten ligniiniperoksidaaseja, 
mangaaniperoksidaaseja ja lakkaaseja, kun taas ruskolahosienet muokkaavat ligniiniä 
tuottamalla reaktiivisia hydroksyyliradikaaleja Fentonin reaktiolla, jossa Fe2+-ionit 
reagoivat vetyperoksidin kanssa.22  
Ligniiniperoksidaasilla on 1,2 V hapetuspotentiaali (vs. SHE), jonka takia se pystyy 
hapettamaan yksielektronisella hapetuksella ligniinin aromaattisia renkaita. Hapetetusta 
aromaattisesta renkaasta muodostuu kationiradikaali, joka reagoi molekyylinsisäisesti 
hajottaen β-O-4-rakenteen eetterisidoksen.29 Mangaaniperoksidaasi hapettaa Mn2+-
ioneja Mn3+-ioneiksi, jotka kykenevät hapettamaan ligniiniä. Joistain sienistä on löydetty 
myös versatiiliperoksidaasia, jolla on huomattavan suuri hapetuspotentiaali (yli 1,4 V vs. 
SHE) ja joka pystyy hapettamaan ligniiniä ja ligniininkaltaisia yhdisteitä.29 Kaikki 
peroksidaasit käyttävät nimensä mukaisesti vetyperoksidia hapetuksessa, kun taas 
lakkaasit käyttävät molekulaarista happea. Sienten lakkaasien toiminta ligniinin 
biohajotuksessa perustuu oletettavasti niiden kykyyn hapettaa pieniä molekyylejä eli 
mediaattoreita, jotka vuorostaan hapettavat ligniiniä.30 Mediaattorit muodostuvat mitä 
todennäköisimmin kasvien biohajoamisessa in vivo pienistä irronneista ligniinifraktioista 
mutta teollisessa lignoselluloosamateriaalin hajottamisessa tehokkaimmiksi ovat 
osoittautuneet erityisesti typpiheterosyklit  kuten esimerkiksi HBT tai TEMPO. 
3.2. Lakkaasit 
Lakkaasit eli para-difenolioksidaasit ovat fenoleja hapettavia entsyymejä, jotka käyttävät 
hapetuksessa molekulaarista happea.12 Lakkaaseja esiintyy monissa kasveissa ja sienissä, 
sekä joissain bakteereissa.23,31 Kasveissa lakkaasit katalysoivat ligniinin polymerisaatiota, 
kun taas sienten ja bakteerien lakkaasit etupäässä hajottavat ligniiniä.23 
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Lakkaasi löydettiin 1883 Rhus vernicifera -puusta, kun Hikorokuro Yoshida eristi veteen ja 
alkoholiin liukenemattoman osan puun lateksia ja huomasi, että tämä jäännös aiheuttaa 
lateksista tehdyn lakan kovettumisen pelkästään hapen kanssa.32 Sienien lakkaasi 
tunnistettiin vuonna 1896.2 
Lakkaasien yleisimpiin luonnollisiin substraatteihin kuuluvat fenolit, polyfenolit ja 
diamiinit, joista muodostuu radikaaleja yhden elektronin hapetuksen kautta.2 
Muodostuneet radikaalit reagoivat hapettumalla edelleen tai kytkeytymällä toisiinsa. 
Toinen, epäsuora menetelmä, jolla lakkaasit hapettavat erilaisia yhdisteitä on lakkaasi-
mediaattori-systeemi. Tällöin lakkaasi hapettaa ensin pienen molekyylin eli mediaattorin, 
joka voi hapettaa edelleen bentsyylisiä alkoholeja, kuten esimerkiksi ligniinin yleisimpiä -
O-4-rakenteita.12 
Viime aikoina lakkaasien teollista käyttökelpoisuutta on tutkittu esimerkiksi kemiallisessa 
puunjalostuksessa, jossa etsitään vaihtoehtoisia hapettimia paperimassan valkaisussa 
käytettäville klooriperäisille yhdisteille.33 Myös muita lakkaasien käyttötarkoituksia on 
tutkittu korvaamaan kemiallisia menetelmiä, koska entsymaattiset menetelmät ovat 
olosuhteiltaan miedompia.34 
 
3.2.1. Lakkaasien toiminta 
3.2.1.1. Lakkaasien rakenne ja kategorisointi 
Lakkaasit kuuluvat rakenteensa perusteella monikuparioksidaasien ryhmään, johon 
kuuluvat entsyymit sisältävät vähintään 4 kupariatomia. Monikuparioksidaaseihin 
kuuluvat lakkaasin lisäksi mm. askorbaattioksidaasi ja keruloplasmiini. Kupariatomit 
toimivat näissä entsyymeissä molekulaarisen hapen pelkistäjinä.35 
Entsyymien kupariatomit jaotellaan kolmeen ryhmään niiden spektroskooppisten 
ominaisuuksien perusteella.12,36 Tyypin 1 kupari-ioni (T1) absorboi aallonpituudella 600 
nm ja aiheuttaa entsyymin sinisen värin, tyypin 2 kupari-ioni (T2) ei näy kovin helpolla 
spektreissä ja tyypin 3 kupari-ionit (T3) näkyvät hapettuneena lähiultraviolettialueella.12,36 
Lakkaasi pelkistää molekulaarista happea hapettamalla kupari-ioneja kaksi kerrallaan 
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(Kuva 3).37 Hapen pelkistys tapahtuu peroksidi-välimuodon kautta, jossa peroksidi-ioni on 
kytkeytynyt T2-kupari - ja T3-kupari -ioneihin.  
 
 
Kuva 3. Lakkaasin hapenpelkistysmekanismi37,38 Kuvassa eri kuparityypit on merkitty T1, T2 ja T3, 
sekä hapetusasteet merkitty kupariatomien viereen (I tai II) 
 
Substraatin hapetus toimii yksielektronisen hapetuksen kautta, jossa T1 kupariatomi 
vastaanottaa elektronin hapettuvalta substraatilta. Seuraavassa vaiheessa T1:n elektroni 
siirtyy T2 tai T3 kupari-ionille, jonka jälkeen T1 kupari hapettaa toisen substraatin ja sama 
prosessi toistuu, kunnes kaikki neljä kuparia ovat pelkistyneet takaisin.37 Hapetuksessa 
reagoivien kupari-ionien hapetusjärjestystä ei tiedetä, mutta reaktiolle on esitetty kaksi 





Kuva 4. Lakkaasin käyttämä hapetusmekanismi neljän yksielektronisen hapetuksen kautta. 
Kuparien hapetusasteet korostettuna.37 
 
Reaktiomekanismi selvitettiin käyttämällä muokattuja versioita lakkaasista: T1Hg-lakkaasi, 
jossa T1-kupari on korvattu elohopea-ionilla39,40 ja T2D-lakkaasi, jossa T2-kupari on 
poistettu dimetyyliglyoksiini-ferrosyanidi-EDTA-dialyysillä.41 Mekanismin selvityksessä 





3.2.1.2. Lakkaasien hapetusmekanismit 
Lakkaasit voidaan rakenteellisesti jaotella monikuparioksidaaseihin, kun taas 
toiminnallisesti ne voidaan sisällyttää myös polyfenolioksidaaseihin, joiden toimintaan 
kuuluu nimen mukaisesti erilaisten fenoliyhdisteiden hapetus. Lakkaasien lisäksi 
polyfenolioksidaaseihin kuuluvat katekolioksidaasi eli o-difenoli-happi oksidoreduktaasi, 
sekä kresolaasi eli monofenoli mono-oksigenaasi.2 
Lakkaasin hapetuspotentiaali on yleensä 430-790 mV:n alueella riippuen pH:sta ja 
lakkaasin alkuperästä,11,42–44 minkä takia lakkaasin substraatit lignoselluloosamateriaalissa 
rajoittuvat tyypillisesti vapaan fenolisen hydroksyylin omaaviin yhdisteisiin. On kuitenkin 
havaittu, että lakkaasien hapetuskykyä voidaan laajentaa käyttämällä lakkaasien ohessa 
erityyppisiä kerahapettimia.  Nämä yhdisteet ovat itsessään lakkaasien substraatteja ja 
hapetuttuaan pystyvät aikaansaamaan hapetusreaktioita joihin lakkaasit eivät 
sellaisenaan kykene.30 Paperin valkaisuun kehitetty lakkaasi-mediaattori-systeemi (LMS), 
jolla voidaan hapettaa myös ligniinin ei-fenolisia rakenteita, on hyvä esimerkki tällaisesta 
menetelmästä. Menetelmässä lakkaasi hapettaa ensin mediaattorin ja mediaattori 
vuorostaan hapettaa substraatin (Kuva 5).12 LMS käyttää joko luonnosta löytyviä lakkaasin 
mediaattoreita tai muita pieniä molekyylejä, joiden on todettu toimivan mediaattoreina.12 
Ensimmäinen tunnistettu luonnollinen mediaattori oli 3-hydroksiantraniliinihappo 
(HAA),30 jonka jälkeen on löydetty monia vaihtoehtoisia luonnosta peräisin olevia 
mediaattoreita sekä synteettisesti valmistettuja mediaattoreita.45 
 
Kuva 5. Lakkaasi-mediaattori-systeemin toiminta.12 
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Ei-fenolisten yhdisteiden hapetukselle on ehdotettu kolme erilaista mekanismia riippuen 
mediaattorista: elektroninsiirto, vetyatominsiirto ja ioninen hapetus.18,46 
Tetrametyylipiperidinyylioksyyli (TEMPO) ja sen johdannaiset ovat tällä hetkellä ainoat 
yhdisteet, jotka toimivat ionisen hapetusmekanismin kautta. Tätä mekanismia 
tarkastellaan lähemmin TEMPO-hapetus-kappaleessa. Elektroninsiirtoreitin ja 
vetyatominsiirtoreitin tarkkoja mekanismeja ei tunneta, mutta on ehdotettu, että ne 
seuraavat kuvien 6 ja 7 yleistä kaavaa. Elektroninsiirtoreitissä mediaattori kaappaa 
elektronin aromaattisesta renkaasta tuottaen positiivisen radikaalin, joka 
uudelleenjärjestäytyy aldehydiksi tai ketoniksi (Kuva 6). Vetyatominsiirtoreitissä 
mediaattori kaappaa vetyatomin bentsyyliseltä hiileltä tuottaen radikaalin, joka reagoi 
uudelleen tuottaen aldehydejä ja ketoneja (Kuva 7).16,18 
 
Kuva 6. Lakkaasi-mediaattori systeemin elektroninsiirtoreitti (ET).16 
 
Kuva 7. Lakkaasi-mediaattori systeemin vetyatominsiirtoreitti (HAT).16 
Ensimmäinen löydetty synteettinen mediaattori on 2’,2’-atsino-bis(3-
etyylibentsotiatsoliini-6-sulfonihappo) eli ABTS, joka käyttää elektroninsiirtoreittiä (ET). 
Hydroksibentsotriatsoli (HBT) ja N-hydroksiftalimidi (HPI) ovat esimerkkejä 
vetyatominsiirtomediaattoreista (HAT).16 Reaktiomekanismi liittyy erilaisten 
aromaattisten yhdisteiden reaktiivisuuteen. ET-mekanismia käyttävät mediaattorit 
hapettavat paremmin yhdisteitä joiden redox-potentiaalit ovat matalammat ja joissa ei 
ole elektronitiheyttä vähentäviä substituentteja, kuten taulukosta 1 näkyy. HAT-
mediaattoreista pääteltiin, että ne eivät suoraan käytä aromaattista rengasta 
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hapetuksessaan, kuten ET-reitissä, koska kyseisessä hapetuksessa aromaattisen renkaan 
elektronitiheyttä vähentävät substituentit eivät vaikuta reaktion saantoon.16 
Taulukko 1. Substraatin vaikutus mediaattorin aktiivisuuteen bentsylisen alkoholin 
hapetuksessa.16 
Substraatti Redox potentiaali vs. 
NHE vedessä (V) 
Saanto 
 ABTS HBT 
4-metoksibentsyylialkoholi 1,7 22 % 76 % 
bentsyylialkoholi 2,4 2 % 30 % 
veratryylialkoholi 1,36 37 % 92 % 
2,4,6-trimetoksibentsyylialkoholi - 52 % - 
4-klooribentsyylialkoholi - 2 % 41 % 
 
Hapetusreaktion mekanismilla on myös vaikutusta reaktiotuotteisiin varsinkin ligniinin 
malliyhdisteiden kanssa. ET-mekanismilla kulkevassa hapetuksessa 
fenyylipropyylisubstraatin Cα-Cβ-sidos voi katketa jolloin tuotteena on aldehydi ketonin 
sijaan (Kuva 8).2,10,18,47 Baiocco et al. (2003) mukaan HAT-reittiä käyttävät mediaattorit 
(HBT, HPI, VLA) eivät hapetuksessa katkaise Cα-Cβ-sidosta.18 
 
Kuva 8. Tuotteet LMS-hapetuksesta ET-mekanismilla ABTS-mediaattorilla.2,10,18,47 
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3.2.2. Lakkaasien sovellutukset 
Lakkaasien tutkimus on viime aikoina kohdistunut enimmäkseen sen käyttöön 
paperiteollisuudessa, mutta lakkaasien käytölle katalyyttinä on esitetty sovelluskohteita 
myös tekstiilien valkaisussa, jätevedenpuhdistuksessa, orgaanisissa synteeseissä, 
elintarviketeollisuudessa ja lääketeollisuudessa sekä monessa muussa tarkoituksessa. 
 
3.2.2.1. Lakkaasit puunjalostusteollisuudessa 
Paperin valmistuksessa lakkaaseja on sovellettu kahteen tehtävään: Puulastujen 
esikäsittelyyn sellun valmistuksessa sekä biovalkaisuun. Pelkän lakkaasin tai LMS:n 
käyttöä puun esikäsittelyssä on tutkittu vain vähän, mutta lakkaasia sisältävien sienien 
käyttöä on tutkittu varsin paljon. Esikäsittelysovellutuksia varten eniten tutkitut sienet 
ovat valkolahosieniä, joista yleisimmin käytettyjä ovat Trametes versicolor, 
Phanerochaete chrysosporium ja Ceriporiopsis subvermispora.22,30,48 
Selluntuotantoa käyttäen valkolahosieni-esikäsittelyä on jo kokeiltu pienemmän 
mittakaavan pilottitehtailla, joissa käytettiin kuusipuuta raaka-aineena. Ceriporiopsis 
subvermispora-sienen esikäsittelyllä tuotetun kuumahierresellun (TMP) ominaisuudet 
olivat paremmat kuin ilman esikäsittelyä, sekä tämän lisäksi prosessi kulutti 33 % 
vähemmän sähköä. Tuotettu sellu voitiin sekoittaa pienempään määrään sulfaattisellua 
(Kraft-massa) ja seoksella oli kirkkautta lukuun ottamatta paremmat ominaisuudet 
(Taulukko 2). Kirkkaus saatiin nostettua samalle tasolle kuin kontrolliseoksessa, jossa oli 
50 % käsittelemätöntä kuumahierresellua (TMP) ja 50 % sulfaattisellua (Kraft), kun 






Taulukko 2. Vertailu bioesikäsitellyn ja tavallisen kuumahierresellun (TMP) ja sulfaattisellun 





Puhkaisulujuusindeksi (kN/g) 2,29 2,39 
Repäisylujuusindeksi (mNm2/kg) 9,92 10,0 
Vetolujuusindeksi (Nm/g) 38,9 41,2 
Kirkkaus (%) 73 69,8 
Opasiteetti (%) 85,2 86,4 
Valonsirontakerroin (m2/kg) 46,2 47,7 
Kuivausaika (s) 8,5 9,9 
Tiheys (kg/m3) 689 610 
 
Bioesikäsittelyssä menetettiin 2 % puusta kontrolliin verrattuna ja valkaisuun kului (60 %) 
enemmän vetyperoksidia. Huolimatta näistä ja itse esikäsittelyyn liittyvistä kuluista, 
biokäsittelymenetelmä osoittautui halvemmaksi kuin kontrollimenetelmä. Tämä johtui 
säästöistä sähkönkulutuksessa, joka on TMP:n tuotannossa suurin kuluerä (Taulukko 3). 
Bioesikäsittely tuottaa myös muita hyötyjä, joiden arvoa on vaikea laskea, kuten 
esimerkiksi pihkan aiheuttamien ongelmien vähentäminen.48,49 
Taulukko 3. Havupuiden TMP:n valmistuskulujen vertailu (US$/tonni).49 
Meno Kontrolli TMP / 
$/tonni 
Esikäsitelty TMP / 
$/tonni 
Energia 121 81 
Puu 84 86 
Valkaisukemikaalit 10 16 
Muut kulut 60 60 
Bioesikäsittely - 15 
Yhteensä 275 258 
 
Biologisen esikäsittelyn lisäksi lakkaaseja on sovellettu sellun valkaisuun. 
Valkaisusovellutuksissa pelkän lakkaasin käytön sijasta LMS on yleisesti ottaen parempi 
menetelmä, koska lakkaasi hapettaa suoraan vain ligniinin osia, joissa on vapaa fenolinen 
hydroksyyliryhmä. Täten pelkkä lakkaasi voi depolymerisoida teoriassa vain 10-20 % 
ligniinistä ja mahdollisesti samalla edesauttaa irtoavien fenolisten yhdisteiden 
uudelleenpolymerisaatiota. On otettava myös huomioon, että lakkaasi on kooltaan liian 
suuri molekyyli hapettamaan ligniiniä selluloosakuitujen välissä. 
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LMS käsittely ei riitä yksin valkaisemaan sellua, vaan menetelmää on käytetty ennen 
kemiallista valkaisua vähentämään vaadittavien kemikaalien määrää. LMS:ä on käytetty 
sekä kloorittoman valkaisun (Elemental chlorine free, ECF) että klooriyhdisteettömän 
valkaisun (Totally chlorine free, TCF) kanssa ja molempien menetelmien yhteydessä LMS 
on vähentänyt tarvittavien valkaisukemikaalien määrää. 
LMS:ä käyttävää Lignozym®-valkaisuprosessia on testattu pienessä mittakaavassa. 
Prosessissa 1-4 tuntia kestävä LMS-vaihe (L-vaihe) on tehty pH:ssa 4,5 käyttäen 
katalyyttinä 40 IU/g Trametes Versicolor-lakkaasia ja 1-5 kg HBT:tä per tonni sellua. 
Kokeissa käytetty sellu on esikäsitelty hapella. LMS-vaiheen jälkeen sellusta on uutettu 
depolymerisoitu ligniini emäksellä (E-vaihe). Kun LMS vaiheessa käytettiin 8 kg HBT:tä per 
tonni sellua, saatiin L-E-valkaisusekvenssin jälkeen sellua, jonka delignifikaatio oli yli 50 %. 
Kun sekvenssi tehtiin kahdesti, saatiin jopa 70 % delignifikaatio. Tämän lisäksi 
edellämainitun L-E-sekvenssin jälkeisellä kelaatio-peroksidivalkaisu-sekvenssillä saatiin 
aikaiseksi 85-90 % ISO maksimikirkkaus, mikä on huomattava parannus kokeissa käytetyn 
sellun alkuperäiseen 35-40 % ISO kirkkauteen.50 
LMS-menetelmän valkaisutehokkuuden hyötyjä on tarkemmin selvitetty eukalyptuspuun 
Kraft-sellun valkaisuprosessissa. Kokeissa käytettiin Pycnoporus cinnabarinus-lakkaasia ja 
HBT-mediaattoria valkaisun vaiheena käyttäen verrokkina kontrollia, jossa kaikki muut 
parametrit olivat samoja, mutta lakkaasia ei käytetty. LMS- ja kontrollinäytteiden sellut 
jatkovalkaistiin kelaatio-peroksidi-käsittelyllä samalla tavoin kuin aikaisemmassa 
esimerkissä. Myös happivalkaisuvaiheen järjestyksen tehokkuutta on kokeiltu siten, että 
jokaisessa sekvenssissä oli mukana happivalkaisu ennen entsyymikäsittelyä tai sen 
jälkeen, jolloin saatiin neljä eri sekvenssiä (Taulukko 4).33 
Taulukko 4. Lakkaasi-mediaattori-systeemin (LMS) vaikutus valkaisusekvenssissä, jossa 





Kontrolli-happi 85,1 6,4 914 
LMS-happi 87,5 5,3 866 
Happi-kontrolli 85,1 5,8 728 




Tulosten perusteella LMS selvästi paransi valkaisuprosessin lopputulosta TCF-valkaisussa. 
Myöhemmässä tutkimuksessa ehdotettiin valkaisumenetelmäksi O-O-L-Q-PoP -
sekvenssiä, jossa eri käsittelyvaiheet ovat järjestyksessä kaksinkertainen happikäsittely 
(O), lakkaasi-mediaattori-käsittely (L), kelaatio (Q) ja emäksinen peroksidikäsittely (PoP). 
Kyseisellä menetelmällä onnistuttiin valkaisemaan eukalyptuksen Kraft-sellua siten että 
tuotteen kirkkaus oli 91,2 % (ISO)  ja kappaluku oli 5,2.51 
Aiemmissa esimerkeissä valkaisuprosessissa käytettiin HBT:tä mediaattorina, mutta 
Barreca et al. (2004) esittivät että violuurihappo (VLA) toimii paremmin mediaattorina 
ligniinin valkaisussa. Kraft-sellun valkaisussa Trametes villosa-lakkaasin kanssa he saivat 
25 % delignifikaatioasteen, kun mediaattorina oli HBT ja 48 % delignifikaatioasteen, kun 
mediaattorina oli VLA.52 
 
3.2.2.2. Lakkaasit jäteveden ja maaperän puhdistuksessa 
Fenolisten yhdisteiden poisto jätevesistä on ongelma, jota on yritetty ratkaista 
käyttämällä lakkaaseja biokatalyyttinä. Monet vapaat fenoliset yhdisteet 
polymerisoituivat lakkaasin hapetuksen seurauksena, jolloin ne usein saostuivat ulos 
liuoksesta ja olivat tällöin helposti suodatettavissa.34,53 Jotkin fenoliset yhdisteet 
hapettuivat kinoneiksi, jolloin ne olivat usein vähemmän haitallisia.54,55 Myös 
mediaattorien käyttö hapetuksessa paransi hapetusreaktioiden tehoa. 
Vedessä esiintyvistä fenolisista yhdisteistä haitallisimpien joukossa ovat polykloorifenolit, 
joita voi muodostua veden kloorauskäsittelyistä, mikäli vedessä on vapaita fenoleita.56 
Pentakloorifenolin (PCP) modifiointia Trametes versicolor-lakkaasilla on tutkittu ja tällöin 
saatiin selville, että 100 U T. versicolor lakkaasikäsittelyllä vesi-etanoli-liuoksesta pystyttiin 
poistamaan 60 % PCP:stä (200 µg/ml). Kromatografisen GC-MS-analyysin mukaan 
reaktiossa ei muodostunut tetraklooribentsokinoneita. Lisäksi GPC-analyysin avulla saatiin 
selville että tuotteet olivat polymeerejä, joiden moolimassa oli yli 80000 Da.57 
Lakkaasit toimivat hyvin myös saastuneen maaperän puhdistuksessa varsinkin 
polyaromaattisten hiilivetyjen (PAH) neutraloinnissa. Prosessi onnistuu erityisen hyvin, jos 
entsyymin kanssa käytetään mediaattoria. PAH:n hapettuminen ligniiniperoksidaasin 
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kanssa riippuu substraatin ionisaatiopotentiaalista, kun taas LMS:n kanssa 
ionisaatiopotentiaalilla ei ole selvää vaikutusta reaktioon. Sen sijaan PAH-molekyylin 
rakenteella on havaittu olevan merkitystä.58 Majcherczyk et al. (1998) ja Johannes et al. 
(2000) ovat tutkineet lakkaasien ja LMS:n tehokkuutta PAH:n hajottamisessa45,59 
(Taulukko 5). 
Taulukko 5. PAH:ien hajoaminen Trametes versicolor-lakkaasin ja LMS:n avulla 72 tunnin 
jälkeen45,54,59 
Polyaromaattinen hiilivety Hajoaminen (%) 
Lakkaasi Lakkaasi ja HBT 
Naftaleeni 0,7 0 
Asenaftyleeni 7,5 97,5 
Asenafteeni 6,9 100 
Fluoreeni 1,8 95,3 
Fenantreeni 0 7,3 
Antraseeni 73,8 84 
Fluoranteeni 0 6,8 
Pyreeni 0 86,5 
Kryseeni 0 0 
Bentso(a)pyreeni 5,3 62 
 
Myös ABTS-mediaattoria on kokeiltu PAH:n neutraloinnissa Coriolopsis gallica -lakkaasin 
kanssa. Kokeessa 20 µM antraseenia hapetettiin 50 U/ml lakkaasin ja 1 mM mediaattorin 
avulla. ABTS:n kanssa antraseeni hapettui kokonaan 9 tunnin kuluessa, kun taas HBT:n 
kanssa antraseenista hapettui 80 % 9 tunnin aikana. Mediaattoreista ABTS toimi 
tehokkaammin antraseenin hapetuksessa, mutta kun molempia mediaattoreita käytettiin 
yhdessä, antraseeni hapettui täysin kymmenessä minuutissa. Sama reaktion 
nopeutuminen havaittiin, kun samaa mediaattoriyhdistelmää käytettiin Pleurotus 
ostreatus-lakkaasin kanssa.60 
Jätevesien puhdistusta tehostamaan on valmistettu immobilisoituja lakkaaseja, jotta 
entsyymi voitaisiin käytön jälkeen ottaa talteen ja käyttää uudestaan.34 Rhizoctonia 
Praticola-lakkaasia immobilisoitiin piimaahan, minkä jälkeen sen aktiivisuutta tutkittiin. 
Tällöin saatiin selville, että immobilisoitu lakkaasi pystyy vielä hapettamaan fenolisia 
yhdisteitä, mutta varsinkin klooratuilla fenoleilla reaktiivisuus jäi hyvin vähäiseksi ja 
pieneni edelleen kierrätyksen jälkeen.53 
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3.2.2.3. Lakkaasit elintarviketeollisuudessa 
Lakkaasien käyttö elintarviketeollisuudessa tyypillisesti liittyy niiden aktiivisuuteen 
fenolisten yhdisteiden kanssa. Lakkaasin käyttöä on myös tutkittu, koska 
entsyymaattisten menetelmien käyttö elintarvikkeiden tuotannossa on yleensä 
kuluttajien mielestä parempi vaihtoehto kuin kemiallisten menetelmien käyttö.61 Viinien, 
hedelmämehujen ja oluiden valmistuksessa lakkaasia voidaan käyttää joidenkin 
polyfenolien ja fenolisten ryhmien poistamiseen saostamalla ja suodattamalla. Polyfenolit 
voivat aiheuttaa viinien värjäytymistä ja makuvirheitä sekä sameutumista mehuissa ja 
oluissa. Tyypillisesti polyfenoleita poistetaan polyvinyylipolypyrrolidonilla (PVPP)(Kuva 9), 
mutta sille haetaan vaihtoehtoisia entsymaattisia menetelmiä.62 
 
Kuva 9. Polyvinyylipyrrolidoni (PVPP) 
Lakkaaseille on löydetty käyttötarkoitus myös hapen poistoon kasviöljyistä. Koska lakkaasi 
hapettaa yhdisteitä ilman sisältämällä hapella, sitä voidaan käyttää hapen poistoon 
öljyistä. Petersen et al. (1996) mukaan tällä menetelmällä voidaan parantaa öljyn ja siitä 
valmistettavien tuotteiden makua sekä pidentää niiden säilyvyysaikaa.63  
 
3.2.2.4. Lakkaasit orgaanisessa synteesissä 
Lakkaasien sovellutukset orgaanisissa synteeseissä voidaan jakaa kahteen ryhmään: 
alkoholien hapetus ja fenolisten yhdisteiden polymerisaatio tai oligomerisaatio.43 
Hapetuksesta on jo kerrottu lakkaasin hapetusmenetelmien yhdeydessä, joten tässä 
kappaleessa keskitytään vain kytkentä- ja polymerisaatioreaktioihin. Lakkaasin 
katalysoimalla reaktiolla muodostetut polymeerit perustuvat yleensä fenolisiin 
yhdisteisiin, kuten esimerkiksi 1-naftoliin64,65 tai katekoliin,66,67 mutta myös erillisiä 
kaksoissidoksia sisältävien  aineiden polymerisaatiota on tutkittu68 
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Lakkaasia on ehdotettu katalyytiksi muun muassa vinblastiinin 4 synteesiin (Kuva 10). 
Vinblastiini on solunsalpaaja, jota käytetään leukemian hoidossa ja se on alun perin 
eristetty Catharanthus roseus-puusta. Aineen eristys tyypillisesti tuottaa huonon 
saannon, mutta sen kahta rakenneosaa katarantiinia 5 ja vindoliinia 6 saadaan verraten 
paljon (Kuva 11). Lakkaasi katalysoi näiden kahden molekyylin kytkeytymisen muodostaen 
vinblastiinia jopa 40 % saannolla.69 
 
Kuva 10. Vinblastiinin rakennekaava 
 
Kuva 11. Vinblastiinin rakenneosat katarantiini ja vindoliini 
Myös muiden lääkeaineiden synteesiin on käytetty lakkaasia. Aktinomysiini-D 7 on syövän 
hoidossa käytetty antibiootti (Kuva 12), jonka rakenneosa aktinosiini 8 voidaan 
syntetisoida lakkaasin avulla 4-metyyli-3-hydroksi-antraniliinihaposta 9 (Kuva 13). 
Osiadaczin et al. (1999) kokeissa onnistuttiin immobilisoidun lakkaasin avulla tuottamaan 
aktinosiinia 73,8 % saannolla, kun vapaata entsyymiä käyttäen saanto oli 53,4 %.70 
Kyseisessä reaktiossa kaikki substraatti reagoi, joten sivutuotteiden oletettiin johtuvan 




Kuva 12. Aktinomysiini D:n rakennekaava 
 
Kuva 13. Aktinosiinin synteesi lakkaasin avulla 4-metyyli-3-hydroksi-antraniliinihaposta70 
 
Lakkaasia on myös käytetty piparjuuriperoksidaasin (HRP) korvaajana poly(2,6-dimetyyli-
1,4-oksifenyleeni)-johdannaisen synteesissä (polyfenyleenioksidi, PPO). Tavallinen PPO 
valmistetaan 2,6-dimetyylifenolista, mutta polymeerin sekaan jää sen valmistuksessa 
epäpuhtauksina tyypillisesti pieniä määriä Mannich-emästä ja 3,5,3’,5’-tetrametyyli-4,4’-
difenokinonia. Lakkaasin avulla voidaan valmistaa vaihtoehtoista PPO-johdannaista 





Kuva 14. PPO-johdannaisen valmistus lakkaasin avulla syringyylihaposta71 
3.2.2.5. Lakkaasien muita käyttötarkoituksia 
Immobilisoidusta lakkaasista on valmistettu biosensoreita, jolla voidaan havaita 
aromaattisia amiineja tai fenoleja.11 Biosensori rakennetaan immobilisoidusta lakkaasista 
ja mahdollisesti myös jostain muusta entsyymistä. Sensorissa aktiivisuus tunnistetaan 
esimerkiksi hapen kulumisesta Clark elektrodilla,72 amperometrisestä vasteesta73 tai 
värinmuutoksesta, joka on karakteristinen substraatille.74 
Lakkaaseja on käytetty mm. morfiinin havaitsemiseen biosensorissa yhdistämällä se 
morfiinidehydrogenaasiin (MDH). Morfiinin havaitseminen yksin MDH:lla on 
ongelmallista, koska ko. entsyymi reagoi myös kodeiinin kanssa. Lakkaasia lisäämällä 
voidaan erotella morfiini 11 ja kodeiini 12 (Kuva 15), koska lakkaasi katalysoi reaktion vain 
morfiinin kanssa, jolloin voidaan muodostaa kemikaalit erottava entsyymipohjainen 
sensori.72 
 






Nitroksyyliradikaali 2,2,6,6-tetrametyylipiperidinyylioksyyli (TEMPO) 13 toimii katalyyttinä 
hapetusreaktioissa. Katalyyttisessä syklissä TEMPO ensin aktivoituu yhden elektronin 
hapetuksen kautta oksoammoniumkationiksi (TEMPO+) 14, joka toimii reaktiossa 
hapettimena. Johtuen TEMPO:n rakenteesta, se hapettaa ensisijaisesti primäärisiä 
alkoholeja. Sekundääristen alkoholien hapetuksessa TEMPO:n neljän metyyliryhmän 
aiheuttama steerinen este vähentää sen hapetustehokkuutta. Matalassa pH:ssa TEMPO 
disproportionoituu TEMPO+:ksi ja vastaavaksi hydroksiamiiniksi (TEMPOH) 15 (Kuva 16).3 
Joissain hapetusreaktioissa käytetään tätä disproportionoitumista hyödyksi tekemällä 
hapetus happamissa olosuhteissa ja hapettamalla TEMPOH takaisin TEMPO:ksi, jolloin 
liuokseen muodostuu ylimäärä reaktiivista TEMPO+:aa16,75 
 
Kuva 16. TEMPO:n disproportionaatio happamissa olosuhteissa 
TEMPOH on hyvin epästabiili yhdiste neutraalissa ja emäksisessä pH:ssa ja hapettuu ilman 
hapen avulla takaisin TEMPO:ksi. Jos taas TEMPOH on hapettomassa ympäristössä, se 
disproportionoituu TEMPOksi ja 2,2,6,6-tetrametyylipiperidiiniksi (TEMPH).7  
TEMPO:a voidaan käyttää kolmenlaisessa erityyppisessä hapetuksessa ja kaikille 
hapetuksille yhteinen piirre on niiden korkea selektiivisyys johtuen TEMPO:n 
antioksidatiivisesta luonteesta, joka estää myös aldehydin auto-oksidaation 
karboksyylihapoksi.3 Ensimmäinen menetelmä on natriumhypokloriittihapetus (NaOCl) eli 
Anelli-hapetus, jossa TEMPO toimii katalyyttinä. Toinen menetelmä on hapetus 
molekulaarisen hapen avulla käyttäen rutenium- tai kuparisuoloja ja TEMPO:a 
katalyytteinä. Kolmas menetelmä on myös molekulaarisen hapen avulla tehty hapetus, 
jossa katalyytteinä toimivat lakkaasi-entsyymi ja TEMPO. Toinen ja kolmas menetelmä 
eroavat toisistaan niiden erilaisten mekanismien takia. 
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Tässä tutkielman osiossa käsitellään TEMPO:n lisäksi TEMPO:n johdannaisia: 4-hydroksi-
TEMPO:a ja 4-asetamidi-TEMPO:a, sekä immobilisoituja TEMPO-johdannaisia. 
TEMPO-hapetusta on ehdotettu menetelmäksi β-O-4 -sidoksen α-hiilen bentsyylisen 
hydroksyyliryhmän hapetukseen. Reaktio on merkittävä ligniinin tapauksessa, koska α-
karbonyyliryhmä on huomattavasti alttiimpi erilaisille reaktioille, jotka hajottavat α-hiilen 
ja β-hiilen välisen sidoksen. Yksi ehdotettu menetelmä α-β-sidoksen hajottamiseksi on 
Baeyer-Villiger-hapetus, jossa ketoni hapetetaan vastaavaksi esteriksi, joka vuorostaan 
hajoaa pienemmiksi fenolisiksi yhdisteiksi (Kuva 17).76 
 
Kuva 17. Hapetetun ligniinin hajotus Baeyer-Villiger-reaktiolla.76 
Tutkijat mainitsevat kuitenkin, että reaktio ei luultavasti ole hyödyllinen näissä 
olosuhteissa, koska monomeeriset yksiköt voivat polymerisoitua näin hapettavissa 
olosuhteissa.76 TEMPO:n käyttö ligniinin hapetuksessa on myös tehtävä jo valmiiksi 
eristetylle ligniinille, koska TEMPO hapettaa myös selluloosaa.52 
 
3.3.1. TEMPO-reagenssit 
3.3.1.1. Monomeeriset TEMPO-reagenssit 
Tavallisen TEMPO:n lisäksi kirjallisuudessa on esimerkkejä hapetuksista, joissa on käytetty 
4-hydroksi-TEMPO:a 16, 4-Metoksi-TEMPO:a 17, 4-asetamido-TEMPO:a 18, 4-amino-






Kuva 18. Monomeeriset TEMPO-reagenssit 
Edellämainittujen TEMPO-reagenssien aktiivisuutta on mitattu selluloosan Anelli-
hapetusmenetelmällä ja taulukossa 6 on esitetty reaktioiden saannot ja reagenssien 
redox-potentiaalit (Hg/Hg2SO4/K2SO4 (MSE) elektrodia vastaan).77 
Taulukko 6. Selluloosakuitujen primääristen alkoholien hapetus eri TEMPO-reagenssien avulla.77 
TEMPO-reagenssi Hapetusaika (h) Reaktion saanto Redox-potentiaali (MSE) 
13 1 64,5 % 0,108 
18 4 56,3 % 0,211 
17 2 64,3 % 0,193 
20 18 25,4 % 0,155 
19 yli 24 7,9 % 0,288 
21 18 10,9 % 0,176 
16 yli 24 1,2 % 0,193 




Kokeiden tuloksista voidaan päätellä, että ainakin selluloosan primääristen 
hydroksyyliryhmien hapetuksessa TEMPO, 4-asetamido-TEMPO ja 4-metoksi-TEMPO 
antavat paremman saannon kuin muut TEMPO-reagenssit. 
Erilaisten TEMPO-derivaattien aktiivisuutta on tutkittu myös lakkaasien katalysoimissa 
reaktioissa mediaattoreina. Reagenssien aktiivisuutta mitattiin hapettamalla 
bentsyylialkoholia ja reaktioissa käytettiin 4,7 U/ml Trametes versicolor-lakkaasia, 0,5 
mmol bentsyylialkoholia ja 0,075 mmol TEMPO-reagenssia. Reaktiot suoritettiin 
vesiliuoksessa pH:ssa 4,5 (Taulukko 7).78 
Taulukko 7. TEMPO-johdannaisten mediaattoriaktiivisuus LMS:ssä, kun substraattina käytettiin 
bentsyylialkoholia.78 
Mediaattorin nimi Saanto 24 tunnin jälkeen 
TEMPO 100 % 
4-hydroksi-TEMPO 100 % 
4-amino-TEMPO 6,5 % 
4-asetamido-TEMPO 95,7 % 
4-metoksi-TEMPO 26 % 
4-okso-TEMPO 2,7 % 
4-amino-4-karboksi-TEMPO 20,4 % 
4-hydroksi-TEMPO bentsoaatti alle 1 % 
Tulosten perusteella 4-hydroksi-TEMPO:n aktiivisuus mediaattorina bentsyylialkoholin 
hapetuksessa oli huomattavasti parempi kuin selluloosakuitujen hapetuksessa, mutta 4-
metoksi-TEMPOn aktiivisuus oli paljon huonompi kuin aikaisemmissa kokeissa.5,77 
Selityksenä reaktion huonoon saantoon on esitetty reaktiossa muodostuvan 
oksoammoniumkationin hajoamista.78 
3.3.1.2. Polymeeriset TEMPO-reagenssit 
Monomeeristen TEMPO-reagenssien tilalle on kehitetty polymeerisiä TEMPO-reagensseja 
ja polymeeri-immobilisoituja TEMPO-reagensseja. Polymeeristen reagenssien käytöllä on 
mahdollista vähentää jätteen määrää hapetuksissa, mutta kupari/rutenium –
hapetuksessa ja LMS-hapetuksessa polymeeriset TEMPO-reagenssit antavat usein 
huonompia saantoja kuin monomeeriset TEMPO-reagenssit, johtuen oletettavasti 
reagenssien huonosta liikkuvuudesta. Tutkituimpiin polymerisoituihin reagensseihin 
kuuluvat kiinteälle silikapohjalle kiinnitetty TEMPO15,79, huokoiset materiaalit Sol-Gel 
28 
 
TEMPO14,80 ja MCM-41 TEMPO13,81 sekä polymeeri-immobilisoitu piperidinyylioksyyli 
(PIPO)3. 
Silikakantajaan voidaan kiinnittää TEMPO-ryhmä pelkistävällä aminaatiolla käyttämällä 
propyyliamiini-substituoitua silikaa ja 4-okso-TEMPOH:a (Kuva 19).15,79  
 
Kuva 19: Silika-TEMPO:n synteesi15,79 
Silika-TEMPO:a voidaan käyttää alkoholien hapetukseen Anelli-protokollan avulla samalla 
tavalla kuin tavallista TEMPO:a. Reaktiot suoritettiin CH2Cl2-vesi -liuoksessa tunnin aikana 
käyttämällä 46 mg (23 µmol) silika-TEMPO:a 4 mmol alkoholin hapetuksessa. 
Reaktioliuoksessa käytettiin katalyyttinen määrä KBr:a ja 1,25 ekv NaOCl:a.15 Kuten 
tuloksista taulukosta 8 voidaan nähdä, reaktioiden saanto on hyvin korkea paitsi 
aktivoiduilla bentsyylisillä alkoholeilla, joiden saantoa pienentää sivutuotteiden 
muodostuminen. 
Taulukko 8. Eri alkoholien hapetusten saanto Silika-TEMPOn kanssa.15 
Alkoholi Tuote Saanto 
bentsyylialkoholi bentsaldehydi 75 % 
4-nitrobentsyylialkoholi 4-nitrobentsaldehydi 69 % 
2-bromibentsyylialkoholi 2-bromibentsaldehydi 99 % 
4-metoksibentsyylialkoholi 4-metoksibentsaldehydi 44 % 
1-fenyylietanoli asetofenoni 99 % 
1-fenyyli-1-propanoli propiofenoni 99 % 
1,2,3,4-tetrahydro-1-naftoli 1-tetraloni 95 % 
1-nonanoli nonanaali 85 % 
2-nonanoli 2-nonanoni 97 % 
sykloheksanoli sykloheksanoni 76 % 




Sykloheksanolin hapetuksen saannolle esitetään syyksi tuotteen haihtuvuutta. Kymmenen 
hapetuskertaa kierrätetty silika-TEMPO säilytti yli 80 % aktiivisuudestaan 30 minuutin 
reaktioajalla.15 Reaktioseoksessa, jossa hapetettiin nonan-1-olin ja nonan-2-olin seosta, 
primäärinen alkoholi reagoi selektiivisesti ensin. Reaktio tuotti 30 minuutissa 
reagensseille 96 % ja 1 % tuotot, vastaavasti.79 
Sol-Gel TEMPO on toinen silikakantaja, johon on kiinnitetty TEMPO-ryhmä. Sol-Gel 
syntetisoidaan trimetoksi-(3-aminopropyyli)silaanista ja okso-TEMPO:sta pelkistävällä 
aminaatiolla ja silikan polymerisaatiolla (Kuva 20).80 Sol-Gel TEMPO on huokoinen 
silikapolymeeri toisin kuin silika-TEMPO, johtuen erilaisesta synteesireitistä. Katalyytin 
kierrätettävyys ja aktiivisuus ovat hyvin vaihtelevia. Yhdessä tutkimuksessa se pystyi 
hapettamaan metyyli-α-D-glukopyranosidin primäärisen alkoholin 95 % saannolla neljän 
kierrätyskerran jälkeen80, kun taas toisessa tutkimuksessa 1-nonanolia saatiin hapetettua 
vain n. 60 % saannolla, mutta katalyytin aktiivisuus pysyi tasaisena seitsemän 
kierrätyskerran jälkeen. 
 
Kuva 20. Sol Gel TEMPO:n synteesi.80 
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MCM-41 on alumiinisilikaattipolymeeri, joka sisältää 15-100 Å kokoisia heksagonaalisia 
huokosia, johon voidaan kiinnittää substituentteja trimetoksisilyyliryhmän avulla.81 Kahta 
erilaista MCM-41-TEMPOa on valmistettu: TEMPO-eetteri-MCM-41 (MCMET) ja TEMPO-
amidi-MCM-41 (MCMAT), joissa erona on polymeerin ja TEMPOn välinen linkkeri. 
MCMET syntetisoidaan 4-hydroksidi-TEMPO:sta, allyylibromidista, trimetoksisilaanista ja 
MCM-41:stä (Kuva 21). MCMAT voidaan syntetisoida kahdella tavalla. Ensimmäisessä 
synteesimenetelmässä 3-aminopropyylisilyyli (APS) kiinnitetään MCM-41-polymeeriin, 
jonka jälkeen amiiniin kiinnitetään 4-karboksi-TEMPO N,N’-disykloheksyylidikarbodi-
imidin (DCC) avulla (Kuva 22). Toisessa menetelmässä MCM-41-propyyliamiiniin 
kiinnitettiin TEMPO-ryhmä käyttämällä 4-karboksi-TEMPOn N-hydroksisukkinimidiesteriä 
(Kuva 23). 
 
Kuva 21. MCMET:n synteesi.13 
 




Kuva 23. MCMAT:n synteesin toinen menetelmä.13 
MCMET:tä ja ensimmäisellä menetelmällä valmistettua MCMAT:ta, käytettiin edelleen 
hapetusreaktiossa, jotta niiden aktiivisuudet saatiin määritettyä. Molemmat katalyytit 
hapettivat α-metyyli-glukosidia Anelli-menetelmällä yli 95 % saannolla 15 minuutin 
aikana. Myös kuparikloridin toimivuutta MCMET:n kanssa kokeiltiin bentsyylialkoholin 
hapetuksessa ja saatiin selville, että 48 tunnin aikana 35 % alkoholista oli reagoinut, kun 
taas vertailun vuoksi käyttämällä TEMPO:a katalyyttinä, saatiin 94 % saanto neljän tunnin 
jälkeen.13 
Silikapohjaisten polymeeri-TEMPO –reagenssien lisäksi on myös valmistettu hiilipohjainen 
polymeeri-immobilisoitu piperidiinioksyyli, (PIPO) joka syntetisoitiin Chimassorb 944-
polymeeristä hapettamalla sekundääriset amiiniryhmät natriumwolframaatilla ja 
vetyperoksidilla (Kuva 24).3 
 
Kuva 24. PIPO:n synteesi.3 
PIPO on erityinen muihin TEMPO-kantajiin verrattuna, koska kun Anelli-menetelmää 
käytetään PIPO:n kanssa, reaktiossa ei tarvita bromidisuolaa. Reaktio on myös 
poikkeuksellinen, koska katalyytti liukenee dikloorimetaaniin, jonka takia hapetus on 
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tehtävä vesiliuoksessa tai kaksifaasisessa liuoksessa, jossa orgaaninen faasi on hyvin 
pooliton. Ongelmana pelkän vesifaasin käyttämisessä on selektiivisyyden väheneminen 
alifaattisten primääristen alkoholien kohdalla (Taulukko 9).3 




oktan-1-oli/vesiliuos 45 90 % 50 % 
oktan-1-oli/vesi-heksaani-seos 60 95 % 94 % 
oktan-2-oli/vesiliuos 45 99 % >99 % 
oktan-1-olin ja oktan-2-olin seos/vesi-heksaani-
seos 
45 86 % ja <1 % 96 % 
syklo-oktanoli/vesiliuos 45 100 % >99 % 
bentsyylialkoholi/vesiliuos 30 100 % >99 % 
1-fenyylietanoli/vesiliuos 30 100 % >99 % 
bentsyylialkoholin ja 1-fenyylietanolin 
seos/vesiliuos 
30 95 % ja 4 % >99 % 
butyyliproksitoli/vesiliuos 90 89 % >99 % 
 
Tuloksista nähdään PIPO-hapetuksessa samat piirteet kuin muissa TEMPO-hapetuksissa: 
primääristen alkoholien ylivoimainen reaktiivisuus verrattuna sekundäärisiin alkoholeihin 
ja hyvin korkea selektiivisyys aldehydeille karboksyylihappojen sijaan.3 
3.3.2. TEMPO-hapetusreaktiot 
3.3.2.1. Anelli-hapetus 
Primääristen ja sekundääristen alkoholien hapetus TEMPO-katalyytin ja NaOCl:n avulla 
tehdään yleensä Anelli-protokollan mukaan.6 Reaktiossa TEMPO+ voidaan tuottaa 
käyttämällä lähes mitä tahansa yhden hapen luovuttajaa, mutta Anelli-protokollassa 
käytetään tyypillisesti natriumhypokloriittia. Anelli-protokollaan kuuluu  
sadasosaekvivalentin TEMPO:n lisäksi kymmenesosaekvivalentti natriumbromidia toisena 
katalyyttinä. Liuottimena reaktiossa käytetään protokollan mukaan dikloorimetaania ja 
10-15 % (v/v) vettä, jolloin TEMPO toimii myös faasinsiirtoreagenssina. Reaktiossa 
päähapetin NaOCl hapettaa bromidi-ionin hypobromiitti-ioniksi, joka vuorostaan hapettaa 





Kuva 25. Anelli-protokollan reaktiomekanismi. 
 
Menetelmän kehittäjän Pier Lucio Anellin mukaan hapetus tapahtui kolmessa minuutissa 
primäärisillä alkoholeilla ja 7-10 minuutissa sekundäärisillä alkoholeilla, kun liuoksen 
lämpötila oli 0 °C ja pH 8,6. Reaktio ilman bromidisuolaa tapahtui 15 minuutissa 
primäärisillä alkoholeilla. Bromidin vaikutus oletettiin johtuvan hypobromiitin 
muodostumisesta reaktion aikana.4 Reaktio kaupallisen NaOCl:n pH:lla 12,7 tuotti vain 23 
% saannon tunnissa primäärisellä alkoholilla. Syynä reaktion nopeuden kasvamiseen on 
esitetty alemmassa pH:ssa esiintyvien HOCl:n ja HOBr:n siirtymistä orgaaniseen faasiin. 
Reaktiolämpötilan kasvatus 25 °C:een hidasti reaktiota ja bromidisuolan lisäys 
reaktioliuokseen kyseisessä lämpötilassa vähentää reaktion saantoa. Reaktion 
hidastumisen syyksi on esitetty TEMPO+:n labiilisuutta huoneenlämpötilassa, mikä voi 
hidastaa reaktiota.4 Myöhemmissä kokeissa reaktio on todettu toimivan hyvin vielä 
pH:ssa 9,5 ja lämpötilassa 10 -15 °C.5,6 
Protokollan hyötyinä verrattuna muihin hapetusmenetelmiin on korkean saannon ja 
nopeuden lisäksi TEMPOn korkea selektiivisyys hapettaa primäärinen alkoholi ensin, sekä 
hapettaa alkoholi pelkästään aldehydiksi. Selektiivisyyden takia on mahdollista hapettaa 





Kuva 26. Anelli-protokollan mukainen hapetus 1,10-undekaanidiolilla käyttäen eri määriä 
terminaalista hapetinta NaOCl.5 
Reaktio-olosuhteet ovat Anelli-protokollassa niin laimeat, että hapetettavissa 
molekyyleissä voidaan käyttää suhteellisen epästabiileja suojausryhmiä, kuten 
asetonideja.4 
 
3.3.2.2. Kupari- ja rutenium-hapetus 
Toinen TEMPO-hapetusmenetelmä on alunperin M. F. Semmelhackin (1984) esittämä 
täysin katalyyttinen hapetus, jossa terminaalinen hapetin on molekulaarinen happi ja 
katalyyttinä toimii TEMPOn lisäksi kuparikatalyytti.82 Reaktiossa käytetty katalyytti on 
kupari(I)kloridi, joka pystyy hapettamaan vain bentsyylisiä alkoholeja ja konjugoituja 
bentsyylisiä alkoholeja, kuten kanelialkoholia. Vaihtamalla kuparikatalyytti 
ruteniumkatalyyttiin, saatiin hapetettua myös alifaattisia primäärisiä ja sekundäärisiä 
alkoholeja. Kirjallisuuden mukaan toimivia ruteniumkatalyyttejä ovat RuCl2(PPh3)33, RuCl2 
·n H2O9 ja RuH2(PPh3)37 
Ruteniumkatalysoidulle reaktiolle on ehdotettu mekanismia, jossa rutenium ja TEMPO 
muodostavat reaktiivisen kompleksin, joka mahdollistaa ruteniumin kiinnittymisen 
hydroksyyliryhmään, jonka jälkeen alkoholi-ligandista muodostuu karbonyyliryhmä β-




Kuva 27. Rutenium/TEMPO-hapetuksen mekanismi.7 
Reaktiot on ryhmitetty tässä tutkielmassa yhteen, johtuen siitä, että molemmille 
reaktioille on ehdotettu samaa mekanismia. Semmelhackin alunperin ehdottamassa 
reaktiomekanismissa happimolekyylit hapettavat kupari(I)-ioneja kupari(II)-ioneiksi, jotka 
vuorostaan hapettavat TEMPO:n TEMPO+:ksi, joka hapettaa alkoholin aldehydiksi.82  
Myöhemmissä tutkimuksissa saatiin selville, että reaktio tapahtuukin kupari-TEMPO-
alkoholi-kompleksin kautta.8,83,84 Reaktiomekanismin selvityksessä käytettiin Hammetin 
vakioiden määritystä eri Rutenium-TEMPO-suhteilla, sekä kineettisten isotooppiefektien 
määritystä eri lämpötiloissa.7 
Kuparikatalyysin reaktiomekanismi on hyvin samanlainen kuin ruteniumkatalyysin (Kuva 










Kuva 29. Kupari/TEMPO-hapetuksen siirtymätilakompleksi8,83,84 
Reaktioiden mekanismit ovat lähes samanlaiset, mutta kuparikatalysoitu reaktio ei hapeta 
alifaattisia primäärisiä alkoholeja kovin hyvin, eikä sekundäärisiä alifaattisia alkoholeja 
ollenkaan82, kun taas ruteniumkatalysoitu reaktio hapettaa lähes kaikkia alkoholeja. 
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Ruteniumkatalyytti ei onnistu hapettamaan alkoholeja, jos ne sisältävät heteroatomeja. 
Esimerkkejä reagoimattomista alkoholeista ovat 1-metoksi-indan-2-oli 23, 4-
(metyylitio)butan-2-oli 24 ja 2-aminobentsyylialkoholi 25 (Kuva 30).7 
 
Kuva 30. Rutenium/TEMPO-katalyysissä reagoimattomia yhdisteitä.7 
3.3.2.3. Muut metalli-TEMPO-systeemit 
TEMPO-hapetusta on kokeiltu myös muiden metallikatalyyttien avulla, kuten raudan,85,86 
vanadium-molybdeeni-polyoksometallaatin,87 mangaani-koboltti-seoksen75,88,89 ja 
mangaani-kupari-seoksen.75 Kyseisiä menetelmiä suunniteltiin korjaamaan aiempien 
TEMPO-menetelmien ongelmia; kuten esimerkiksi heikko reaktiivisuus, kalliit reagenssit ja 
kovat reaktio-olosuhteet.88 
Ben-Danielin ryhmä (2001) onnistui hapettamaan sekä primäärisiä että sekundäärisiä 
alkoholeja aldehydeiksi ja ketoneiksi yli 90 % saannolla H5[PMo10V2O40]-
polyoksometallaatin (1 mol%) ja TEMPO:n (3 mol%) avulla. Reaktioissa terminaalinen 
hapetin oli molekulaarinen happi. Reaktiot tehtiin 100 °C lämpötilassa kahden ilmakehän 
paineessa happi-ilmakehässä. Reaktioaika oli 6-18 tuntia riippuen hapetettavasta 
alkoholista. Steerisesti estyneet alifaattiset alkoholit sekä 4-nitrobentsyylialkoholi 
reagoivat huonoiten kyseisissä olosuhteissa.87 
Mangaani-kupari ja mangaani-koboltti -seosten avulla alkoholien TEMPO-hapetus on 
suoritettu lievemmissä olosuhteissa kuin aiemmin mainitussa polyoksometallatti-
hapetuksessa. Reaktiossa TEMPO (10 mol%) ja mangaani(II)nitraatti (2 mol%) sekä 
koboltti(II)nitraatti (2 mol%) tai kupari(II)nitraatti (2 mol%) hapettavat primäärisiä ja 
sekundäärisiä alkoholeja aldehydeiksi ja ketoneiksi 20-40 °C lämpötilassa normaalissa 
ilmanpaineessa happi-ilmakehässä. Reaktiot tapahtuivat 3-10 tunnin aikana tuottaen yli 
95 % saannon yksinkertaisilla alkoholeilla. Metalliseos tuotti kokeissa paremman tuloksen 
kuin kumpikaan metallikatalyytti yksin.75 
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Myös rauta-TEMPO -systeemillä on hapetettu alkoholeja. On raportoitu, että FeCl3:a (5 
mol%), NaNO2:a (5-8 mol%) ja TEMPO:a (2-5 mol%) käyttävä reaktio tuotti 100 % saannon 
primääristen ja sekundääristen alkoholien hapetuksessa aldehydeiksi ja ketoneiksi 8-16 
tunnissa huoneenlämpötilassa normaalipaineessa.85 Sopivilla ligandeilla rauta-TEMPO-
systeemi on todettu toimivaksi. Rauta(III)nitraatti nonahydridi:TEMPO:ligandi (1:1:1) (5 
mol%) katalyytti toimii, jos ligandina käytetään 2,2’-bipyridiiniä, 1,10-fenantroliinia tai 
4,4’-di-tert-butyyli-2,2’-bipyridiiniä. Kyseisillä katalyyttiseoksilla saatiin 1-oktanolin 
hapetuksesta oktanaaliksi yli 90 % saanto 6 tunnin jälkeen. Kyseinen reaktio tapahtui 
huoneenlämpötilassa ja normaalissa ilmanpaineessa avoimessa astiassa. 
Rauta(III)nitraatti-2,2’-bipyridiini-TEMPO-katalyytti hapetti primäärisiä ja sekundäärisiä 
alkoholeja aldehydeiksi ja ketoneiksi yli 90 % saannoilla 1-8 tunnissa. Reaktio eroaa 
muista metallikatalyyseistä siten, että tämä katalyytti hapettaa primäärisiä alkoholeja 
myös karboksyylihapoiksi. Reaktio tapahtuu vaiheittain parin tunnin sisällä, kun TEMPO 




Kolmas menetelmä alkoholien hapetukseen TEMPO:n avulla on lakkaasi-mediaattori-
systeemi (LMS), jossa TEMPO toimii mediaattorina. TEMPO eroaa aikaisemmin 
mainituista mediaattoreista, koska sen hapetusmekanismi ei ole radikaalinen vaan 
ioninen. TEMPO toimii mediaattorina hapettaen bentsyylisten alkoholien lisäksi 
alifaattisia alkoholeja. Sen tehokkuus ei kuitenkaan ole LMS:ssä yhtä hyvä kuin Anelli-
hapetuksessa tai Cu/Ru-hapetuksessa.3 TEMPO:n hapetuspotentiaali on matalampi kuin 
muiden mediaattoreiden, mutta se pystyy silti hapettamaan monia yhdisteitä paremmin, 




Taulukko 10. Lakkaasi-mediaattori-systeemin eri mediaattoreiden hapetuspotentiaalit 
normaalivetyelektrodia vastaan. ABTS:llä on kaksi hapettavaa muotoa, joiden hapetuspotentiaalit 
on merkitty erikseen90 
Mediaattori Lyhenne Mekanismi E0 vs. NHE (V) 
1-Hydroksibentsotriatsoli HBT HAT 1,08 
N-hydroksiftalimidi HPI HAT 1,09 
2,2,6,6-tetrametyylipiperidinyylioksyyli TEMPO Ioninen 0,76 
2’,2’-atsino-bis(3-etyylibentso- 
tiatsoliini-6-sulfonihappo) 
ABTS ET i) 0,69 
ii) 1,1 
 
TEMPO:n hapetusmekanismi LMS:ssä alkaa alkoholin nukleofiilisellä hyökkäyksellä 
TEMPO+:n typpeen, minkä jälkeen emäs kaappaa protonin alkoholin hiileltä ja muodostaa 
aldehydin tai ketonin (Kuva 31). Reaktion siirtymätilan emäksen korvaajaksi on ehdotettu 
myös molekyylinsisäistä reaktiota, jossa erillisen emäksen sijaan bentsyylisen protonin 
kaappaa TEMPO:n happi.91 Lakkaasin tarkkaa toimintaa TEMPO:n kanssa ei tunneta. Se 
saattaa hapettaa TEMPO:n TEMPO+:ksi tai TEMPO:n disproportionoituessa (Kuva 16) 
hapettaa TEMPOH:n takaisin TEMPO:ksi, jolloin liuokseen jää ylimäärä TEMPO+:aa. 
 
Kuva 31. TEMPOn käyttämä alkoholien hapetusmekanismi. Hapettava reagenssi on TEMPO+.16 
 
Kun bentsyylisten alkoholien hapetuksessa vertaillaan eri mediaattoreita, huomataan että 
TEMPO antaa parhaan saannon, jos substraatin bentseenirenkaassa ei ole halideja eikä 
ortho-substraatteja. HBT:n käyttö antaa hyvän saannon, jos substraatin 




Taulukko 11. Substraattien reaktiivisuus kolmen eri mediaattorin kanssa.16 
Substraatti Saanto mediaattorilla 
 ABTS HBT TEMPO 
4-metoksibentsyylialkoholi 22 % 76 % 99 % 
bentsyylialkoholi 2 % 30 % 92 % 
veratryylialkoholi 37 % 92 % 99 % 
2,4,6-trimetoksibentsyylialkoholi 52 % - - 
4-klooribentsyylialkoholi 2 % 41 % - 
 
Kuten aikaisempien hapetusten tuloksista voi nähdä, TEMPO LMS-hapetuksen saannot 
ovat pienempiä ja vaativat enemmän aikaa kuin Anelli-hapetuksessa, mutta olosuhteet 
ovat hyvin miedot. Reaktio tapahtuu huoneenlämpötilassa vesiliuoksessa, mutta lakkaasin 
käyttö hapetuksessa tuottaa ongelmia. Reaktioiden saannot riippuvat hyvin paljon 
keraliuottimien käytöstä, joka puolestaan pienentää lakkaasin aktiivisuutta riippuen 
liuottimesta ja sen määrästä.92 
Bentsyylisten primääristen alkoholien hapetus lakkaasi-TEMPO-systeemillä tuottaa 
parempia saantoja kuin alifaattisten primääristen alkoholien hapetus. Sekundääristen 
alkoholien hapetus toimii vain tietyillä yhdisteillä ja allyylisten yhdisteiden hapetus 
onnistuu myös hyvällä saannolla (Taulukko 12).91 
Taulukko 12. Erilaisten bentsyylisten, allyylisten ja alifaattisten alkoholien hapetus lakkaasi-
TEMPO-systeemillä.91 
Alkoholi Reaktion saanto (%) 
 4 h 7 h 
Bentsyylialkoholi 90 98 
4-Metoksibentsyylialkoholi 100 100 
3-Metoksibentsyylialkoholi 100 100 
Furfuryylialkoholi 89 98 
3-Pyridiinimetanoli 98 - 
Geranioli 70 98 
Kanelialkoholi 72 97 
Sitronelloli 31 42 
Sykloheksanoli 16 18 
1-Fenyylietanoli 35 - 
2-Oktanoli 0 - 




Taulukon 12 reaktio-olosuhteet olivat optimoituja Trametes versicolor-lakkaasille ja 
TEMPO:lle. Reaktioissa käytettiin 160 mM substraattia, 15 mM TEMPOa ja 10 U/ml 
lakkaasia. Reaktiot suoritettiin 30 °C lämpötilassa ja reaktioliuokseen johdettiin ilmaa 
reaktioastian pohjasta kuplittamalla, jotta happi ei loppunut reaktiosta. Optimoinnissa 
saatiin selville, että reaktio vaatii kuplitusta, mutta ei tarvitse puhdasta happea, vaan 
paineilma riittää. Paras lämpötila tälle lakkaasille oli noin 30 °C.91 
Hapetuksien tuloksista selviää lakkaasi-TEMPO-systeemin sovellettavuus eri tyyppisille 
alkoholeille. Primääriset bentsyyliset alkoholit reagoivat parhaiten, allyyliset primääriset 
alkoholit reagoivat hitaammin ja alifaattiset alkoholit reagoivat huonoiten. Sekundääriset 
alkoholit reagoivat huonommin kuin primääriset, varsinkin alifaattisten alkoholien kanssa. 
Sykloheksanoli oli ainoa sekundäärinen alifaattinen alkoholi, joka reagoi näissä kokeissa. 
Lineaaristen sekundääristen alifaattisten alkoholien huono reaktiivisuus oletetaan 
johtuvan steerisestä esteestä.91  
Lakkaasi-TEMPO-systeemi poikkeaa muista LMS-reaktioista, koska sitä voidaan käyttää 
myös alifaattisten primääristen alkoholien hapetuksessa. Tässä menetelmässä alifaattiset 
alkoholit reagoivat hitaammin kuin bentsyyliset alkoholit oletettavasti johtuen 
bentsyylisen hiilen aktivoituneesta protonista, joka irtoaa helpommin reaktion 
siirtymätilassa.91 Alifaattiset reagenssit ovat harvoin vesiliukoisia, joten useita 9:1 vesi-
keraliuotin-seoksia on kokeiltu, jotta parhaan reaktiivisuuden tuottava yhdistelmä 
saataisiin selville. Tuloksista saatiin myös selville, että hapetuksen saanto laski aina, kun 
käytettiin keraliuottimia, kuten dioksaania, asetonitriiliä tai etyyliasetaattia vaikka 
reaktion substraatti oli 1-dodekanoli. Kokeiltujen alifaattisten alkoholien tapauksessa 







Tämän tutkielman tutkimusosuudessa syntetisoitiin kolmea erilaista vinyylifenolia: 
Vinyyliguajakolia, vinyylisyringolia ja vinyylikatekolia. Vinyylifenolit syntetisoitiin 
vastaavista bentsaldehydeistä Knoevenagel-Doebner-reaktion avulla. Vinyylifenoleista 
sekä muista fenolisista aineista valmistettiin näytteitä pyrolyysistandardeiksi GC-MS -ajoja 
varten. Vinyylifenoleista ja aiemmin valmistetuista ligniini-oktaanihappoestereistä 
mitattiin antioksidatiivisuusteho. Tutkimusosuudessa tehtiin myös hapetuksia ligniinin 
malliaineille käyttämällä lakkaasi-mediaattori-systeemiä.  
 
4.2. Analyysimenetelmät 
Ydinmagneettinen resonanssi –analyyseissä (NMR) käytettiin Varian Mercury (300 MHz) 
ja Inova (500 MHz) –spektrometrejä. Näytteet valmistettiin liuottamalla 5-50 mg näytettä 
n. 7 ml:aan deuteroitua kloroformia, d6-asetonia tai d6-dimetyylisulfoksidia. Näytteistä 
mitattiin tarvittaessa 1H, 13C, HSQC ja HSQC-TOCSY –spektrit. 
HPLC-analyysit tehtiin Agilent 1200 –nestekromatografilla käyttäen Agilent Zorbax Eclipse 
XDB-C18 käänteisfaasikolonnia (2,1x100 mm, 3,1 µm). Laitteessa oli UV-diodirividetektori 
ja kokeissa käytettiin detektioaallonpituutta 270 nm. Näytteen tilavuus kokeissa oli 5 µl, 
virtausnopeus oli 0,25 ml/min ja kolonnin lämpötila oli 40 °C. Eluenttina kokeissa 
käytettiin metanolia ja vettä seuraavan ohjelman mukaan. Metanolin osuus ohjelman 
alussa oli 38 %, jota pidettiin isokraattisena minuutin ajan, jonka jälkeen seuraavan 
kuuden minuutin ajan metanolipitoisuus kasvatettiin 100 %:iin tasaisella nopeudella. 
Metanolin pitoisuutta pidettiin 100 %:ssa seuraavan 11 minuutin ajan, jonka jälkeen se 
laskettiin kolmen minuutin aikana 38 %:iin. Kolonnia tasapainotettiin 10 minuutin ajan 38 
% metanolipitoisuudella ennen seuraavaa koetta. 
GC-MS –analyysit tehtiin Bruker Scion SQ 456-GC/MS –laitteella, jossa käytettiin Agilent 
DB-5MS UI kapillaarikolonnia (30 m x 0,250 mm x 0,25 µm). MS-detektori oli EI, jossa 
elektronien energia oli 70 eV. Ionilähteen lämpötila oli 220 °C ja siirtolinjan lämpötila oli 
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250 °C. Laitteistoon injektoitiin 5 µl näytteitä, joiden pitoisuudet olivat 200-500 µg/ml. GC 
ohjelmassa kolonnin lämpötilaa pidettiin 50 °C 2 minuuttia ja sen jälkeen lämpötilaa 
nostettiin 10 °C/min, kunnes se saavutti 280 °C. 
Antioksidatiivisuusmittaukset suoritettiin Cary 50 spektrofotometrillä, mittaamalla 2,2-
difenyyli-1-pikryylihydratsyyli-liuoksen (DPPH) absorbanssin laskua aallonpituudella 517 
nm, kun liuokseen oli lisätty antioksidantti. Mittaukset suoritettiin aiemmin käytetyn 
menetelmän mukaan3. Mittauksissa käytettiin 1 ml:n kyvettiä, johon laitettiin 0,95 ml 
DPPH:n metanoliliuosta. Mittaus käynnistettiin ja puolen minuutin päästä kyvettiin 
lisättiin 0,05 ml antioksidantin metanoliliuosta ja liuosta sekoitettiin nopeasti. Liuokset 
valmistettiin siten, että kummankin aineen konsentraatio olisi 60 mM kyvetissä 
sekoituksen jälkeen. Mittaukset toistettiin kolme kertaa ja lopullinen tulos muodostettiin 
toistojen keskiarvosta. Ligniininäytteiden kanssa liuottimena käytettiin tetrahydrofuraania 
metanolin sijaan. 
SEC-analyysi suoritettiin Waters Aquity APC –laitteella, jossa oli UV- ja 
taitekerroindetektorit. Laitteessa oli kolme kolonnia, joiden mitat olivat 4,6x150mm, 
huokoskoot olivat 45, 200 ja 450 Å ja hiukkaskoot olivat 1,7, 2,5 ja 2,5 µm vastaavasti. 
Kolonnien lämpötila oli 30 °C ja eluenttina käytettiin tetrahydrofuraania. Mittauksissa 
käytettiin standardina PS-settiä, jossa molekyylipainot olivat 84, 2500, 5010, 13300, 
32300, 43400, 76000, 139400, 213000, 321000 ja 526000 Da. Kaikki näytteet (1-3 mg) 
liuotettiin ennen ajoa 1 ml:aan tetrahydrofuraania ja suodatettiin 0,45 µm Acrodisc GHP-
HPLC-suodattimen läpi. Näytteitä injektoitiin 30 µl ja virtausnopeus oli 0,5 ml/min. 
Synteesituotteet puhdistettiin Biotage SP3 Flash-kromatografia-laitteella. Eluentteina 
käytettiin heksaania ja etyyliasetaattia. Jokaiselle synteesille valittiin eri gradientti 
riippuen TLC-ajojen tuloksista. Laitteessa oli UV-detektori ja puhdistuksissa käytettiin 
keräysaallonpituutena 270 nm:ä ja monitorointiaallonpituutena 254 nm:ä. Laite keräsi 27 
ml kokoisia fraktioita, mutta keräys siirtyi uuteen fraktioon myös jos 





4.3. p-Vinyylifenolien synteesit 
Ligniinin pyrolyyttisten hajoamistuotteiden tunnistamista varten syntetisoitiin p-
vinyyliguajakolia 26, p-vinyylisyringolia 27 ja p-vinyylikatekolia 28 (Kuva 32) käyttämällä 
Knoevenagel-Doebner-reaktiota erilaisten p-hydroksibentsaldehydien kanssa  (Kuva 33).93 
 
Kuva 32. Syntetisoidut aineet: p-vinyyliguajakoli, p-vinyylisyringoli ja p-vinyylikatekoli 
 
Kuva 33. p-vinyylifenolin synteesi 
Reaktiomekanismina on esitetty aldolikondensaatiota, jota seuraa dehydraatio ja kaksi 




Kuva 34. p-vinyylifenolin muodostus Knoevenagel-Doebner-reaktion kautta 
4.3.1. p-vinyyliguajakolin synteesi 
Taulukko 13. p-vinyyliguajakolin synteesin reagenssit 
Lähtöaineet   M(g/mol) m(g) n(mol) d(g/ml) V(ml) 
Vanilliini     152,14 3,04 0,0200     
Piperidiini 85,15 6,90 0,0810 0,862 8 
Malonihappo     104,06 8,32 0,0800     
Etikkahappo 
 
60,05 26,23 0,4367 1,049 25 
 
Synteesi suoritettiin refluksoimalla reaktioliuosta CEM discover SP mikroaaltoreaktorissa, 
käyttäen 150 W mikroaaltosäteilyä 5 minuutin ajan. Reaktio suoritettiin Sinha et al. (2007) 
menetelmän mukaisesti avoimessa astiassa käyttäen jäähdytintä.93 Reaktioliuokseen 
sekoitettiin 70 ml vettä reaktion jälkeen ja sitä uutettiin kerran 50 ml:lla ja kerran 20 
ml:lla etyyliasetaattia. Faasit erotettiin ja orgaanista faasia pestiin kerran kylläisellä 
NaHCO3-liuoksella ja kerran kylläisellä NaCl-liuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin 
Na2SO4:lla ja kuivausaine suodatettiin pois. Etyyliasetaatti haihdutettiin pois 
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pyöröhaihduttimella. Raakatuotteen sekaan lisättiin pieni määrä kloroformia ja liuos 
haihdutettiin uudestaan kuiviin liuotinjäämien poistamiseksi. 
Raakatuotteesta tehtiin NMR-näyte käyttäen liuottimena deuteroitua kloroformia, jolloin 
osa tuotteesta saostui putkeen. Noin puolen tunnin kuluttua myös osa raakatuotteesta oli 
kiteytynyt haihdutuskolviin. Raakatuotteeseen lisättiin 10 ml CHCl3:a ja seos jätettiin 
kiteytymään jääkaappiin yön yli. Saostunut aine suodatettiin erilleen liuoksesta 
imusuodatuksen avulla ja sakasta otettiin näyte ohutlevykromatografiaa (TLC) varten. 
Eluenttina TLC:ssä käytettiin 1:4 etyyliasetaatti : heksaani –seosta, jossa kiinteän aineen 
RF oli 0,05 ja suodoksen 0,40, kun taas lähtöaineen RF oli 0,15. TLC:n avulla pääteltiin, 
että sakka oli sivutuotteena muodostuvaa ferulahappoa, jota saatiin eristettyä 0,48 g 
(12,4 %). Suodos haihdutettiin kuiviin ja jäännös analysoitiin NMR:llä, jolloin saatiin 
selville, että suodos sisälsi p-vinyyliguajakolia. Suodoksen massa ennen puhdistusta oli 
1,6766 g (55,9 %). Suodos puhdistettiin Biotage SP3-laitteella flash-kromatografisesti 
käyttäen 10 g silikakolonnia. Puhtaat fraktiot yhdistettiin ja liuotin haihdutettiin pois, 
jolloin puhdistetun tuotteen saanto oli 0,669 g (22,2 %). Tuote oli läpikuultava keltainen 
öljy.  
Sakan H-NMR-spektristä (Liite 4) löydettiin kaikki ferulahapon signaalit: δ 8,1 (H, s, 
hydroksyyliryhmän protoni), δ 7,61 (1H, d, α-hiilen protoni), δ 7,32 (1H, s, aromaattisen 
ryhmän protoni metoksin ja sivuketjun välissä), δ 7,15 (1H, d, aromaattisen ryhmän 
protoni hydroksyyliryhmän vieressä), δ 6,88 (1H, d, aromaattisen ryhmän protoni 
sivuketjun vieressä), δ 6,38 (1H, d, β-hiilen protoni), δ 3,90 (3H, s, metoksiryhmän 
protonit), δ 2,09 (3H, s, etikkahappo epäpuhtautena)   
Suodoksen H-NMR-spektristä (Liite 1) löydettiin kaikki p-vinyyliguajakolin signaalit: δ 6,93 
(3H, m, aromaattisen renkaan protonit), δ 6,67 (1H, dd, α-hiilen protoni) δ 5,78 (1H, s, 
Hydroksyyliryhmän protoni) δ 5,62 (1H, d, β-hiilen trans-protoni H-C-C-H) δ 5,15 (1H d, β-
hiilen cis-protoni H-C-C-H) δ 3,90 (3H, s, metoksiryhmän protonit). Synteesi toistettiin 





Taulukko 14. p-vinyyliguajakolin toisen synteesin reagenssit 
Lähtöaineet   MW(g/mol) m(g) n(mol) d(g/ml) V(ml) 
Vanilliini     152,14 3,01 0,020     
Malonihappo 
 
104,06 8,30 0,080     
Piperidiini     85,15 6,90 0,081 0,862 8 
Etikkahappo 60,05 15,74 0,262 1,049 15 
 
Synteesi suoritettiin samalla tavalla kuin ensimmäinen synteesi orgaanisen faasin 
haihdutukseen asti. Etyyliasetaatin haihdutuksen jälkeen raakatuotteeseen ei lisätty 
kloroformia, vaan raakatuote puhdistettiin suoraan Biotage SP3-laitteella käyttäen 
silikakolonnia. Puhtaat fraktiot yhdistettiin ja liuotin haihdutettiin pois, jolloin tuotteen 
massaksi saatiin 0,513 g (17,1 %). 
H-NMR-spektristä (Liite 2) tunnistettiin p-vinyyliguajakolin signaalit hieman eri siirtymillä 
kuin synteesi 1:ssä: δ 6,93 (3H, m, aromaattisen renkaan protonit), δ 6,62 (1H, dd, α-hiilen 
protoni) δ 5,62 (1H, s, Hydroksyyliryhmän protoni) δ 5,60 (1H, d, β-hiilen trans-protoni H-
C-C-H) δ 5,11 (1H d, β-hiilen cis-protoni H-C-C-H) δ 3,90 (3H, s, metoksiryhmän protonit). 
Hydroksyyliryhmän protoni ja β-hiilen trans-protoni ovat lähes päällekäin spektrissä, 
mutta silti erotettavissa. 
 
4.3.2. p-vinyylisyringolin synteesi 
Taulukko 15. p-vinyylisyringolin synteesin reagenssit 
Lähtöaineet   MW(g/mol) m(g) n(mol) d(g/ml) V(ml) 
Syringaldehydi   182,17 3,02 0,0166     
Piperidiini 85,15 5,69 0,0668 0,862 6,60 
Malonihappo     104,06 6,97 0,0670     
Etikkahappo 
 
60,05 15,89 0,2647 1,049 15,15 
 
Synteesi aloitettiin säteilyttämällä reaktioliuosta 150 W teholla 7 minuuttia, jonka jälkeen 
liuokseen lisättiin 20 ml vettä ja 40 ml etyyliasetaattia. Faasit erotettiin ja vesifaasia 
uutettiin vielä kaksi kertaa 20 ml:lla etyyliasetaattia. Orgaaniset fraktiot yhdistettiin ja 
yhdistettyä faasia pestiin kyllästetyllä NaHCO3:lla, vedellä ja brinellä. Liuos kuivattiin 
Na2SO4:lla, kuivausaine suodatettiin ja liuos haihdutettiin kuiviin. Raakatuotteesta 
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mitattiin H-NMR-spektri. TLC:n avulla (1:4 EtOAc : heksaani) raakatuotteesta pystyttiin 
tunnistamaan sinappihappo (RF: 0,03) ja p-vinyylisyringoli (RF: 0,26). 
Raakatuote puhdistettiin Biotage SP HPLC-laitteella piikolonnin avulla. Puhdistetun p-
vinyylisyringolin massa oli 0,984 g (32,9 %). 
H-NMR-spektristä (Liite 3) tunnistettiin kaikki p-vinyylisyringolin signaalit: δ 6,80 (3H, m, 
aromaattisen renkaan protonit ja α-hiilen protoni), δ 5,73 (2H, m, β-hiilen trans-protoni 
H-C-C-H ja hydroksyyliryhmän protoni) δ 5,30 (1H, dd,) δ 5,62 (1H, d, β-hiilen cis-protoni 
H-C-C-H) δ 4,09 (6H, s, metoksiryhmän protonit). Spektrissä monet signaalit olivat 
päällekkäin, mutta protonit voitiin silti tunnistaa siirtymien ja kytkentöjen perusteella. 
4.3.3. p-vinyylikatekolin synteesi 
Taulukko 16. p-vinyylikatekolin synteesin reagenssit 
Lähtöaineet   MW(g/mol) m(g) n(mol) d(g/ml) V(ml) 
p-katekaldehydi   138,15 2,608 0,0189     
Malonihappo 104,06 7,975 0,0766     
Piperidiini     85,15 5,173 0,0608 0,862 6 
Etikkahappo 
 
60,05 14,37 0,2393 1,049 13,7 
 
Synteesi suoritettiin samalla tavalla kuin aiemmat synteesit, paitsi säteilytyksen keston 
kohdalla, joka oli tässä synteesissä 8 minuuttia. p-vinyylisyringolin synteesistä poiketen 
saatiin kahden tuotteen seos, joiden RF-arvot olivat 0,18 ja 0,00 1:4 EtOAc : heksaani -
eluentilla. Puhdistuksen jälkeen tuotetta 1 (RF 0,18) oli jäljellä 10 mg ja tuotetta 2 (RF 
0,00) oli jäljellä n. 100 mg. Tuote 2:sta mitattiin NMR, jonka mukaan yhdiste ei ollut p-
vinyylikatekolia, koska siinä ei ollut kaksoissidoksen signaaleja 5-6 ppm alueella (Liite 5).  
4.4. Antioksidatiivisuusmittaukset 
4.4.1. Vinyylifenolien antioksidatiivisuus 
Kaikki mittaukset tehtiin Varian 50 Conc UV/Vis spektrofotometrillä. Absorption muutosta 
seurattiin 0,1 minuutin välein aallonpituudella 517 nm 5 minuutin ajan. 
Mittausmenetelmänä on sovellettu Kähkösen ja Heinosen käyttämää menetelmää.94 
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Askorbiinihaposta 29, butyloidusta hydroksitolueenista 230 (BHT), p-vinyylisyringolista ja 
p-vinyyliguajakolista (Kuva 35) määritettiin antioksidatiivisuus käyttämällä 2,2-difenyyli-1-
pikryylihydratsyyli-liuosta (DPPH) radikaalilähteenä. Antioksidatiivinen teho nähtiin DPPH-
radikaalin absorption vähenemisenä. Näyteliuokset valmistettiin metanoliin. 
 
Kuva 35. Antioksidatiivisuusmittauksissa käytetyt aineet 
Taulukko 17. Mittauksessa käytetyiden liuosten konsentraatiot 
Liuosten konsentraatiot 
  Liuosten konsentraatio (mM) Tilavuus kyvetissä Aineen konsentraatio kyvetissä (mM) 
DPPH 0,0583 0,95 ml 0,055385 
Askorbiinihappo 1,31 0,05 ml 0,0655 
BHT 1,34 0,05 ml 0,067 
4-vinyyliguajakoli 1,33 0,05 ml 0,0665 
4-vinyylisyringoli 1,14 0,05 ml 0,057 
Antioksidatiivisuusmittauksessa mitattiin ensin pelkän DPPH:n absorbanssia 0,5 minuutin 
ajan, jonka jälkeen kyvettiin lisättiin mitattava aine. Mittauksen aikana kyvetissä oli DPPH-
liuosta 0,95 ml (0,055mM) ja mitattavan aineen liuosta lisättiin 0,05 ml, jolloin kyvetissä 
mitattavan aineen ja DPPH-n konsentraatio olivat lähes samat (Kuva 36).  
 
Kuva 36. Puhtaiden aineiden antioksidatiivisuus 
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4.4.2. Esteröityjen Kraft-ligniinien antioksidatiivisuus 
Kolmesta laboratoriossa aikaisemmin valmistetusta modifioidusta ligniinistä ja kraft-
ligniinistä19 mitattiin myös antioksidatiivisuus. Ligniininäytteiden vapaiden fenolien 
pitoisuutta eikä näytteiden molekyylipainojakaumaa tuolloin vielä tiedetty, joten näytteet 
valmistettiin pitoisuudella 1,6 - 2,2 mg/ml. Liuokset tehtiin tällä kertaa kuivaan 
tetrahydrofuraaniin (THF), koska ligniininäytteet eivät olleet liukoisia metanoliin. Koska 
tarkkaa konsentraatiota ei nyt tiedetty, mittaustulokset olivat ainoastaan verrannollisia 
toisiinsa. 
Näytteet ovat käsittelemätön havupuu Kraft-ligniini (SW kraft) ja kolme erilaista SW Kraft 
ligniinin oktaanihappoesteriä (SWOA), joissa erona on esterifikaation määrä (0,1 – 1,3 
mol-% lisättyä happokloridia/vapaiden hydroksyyliryhmien määrä).19 
 
Taulukko 18. Mittauksessa käytettyjen ligniininäytteiden pitoisuudet 
Liuosten pitoisuudet 
 Liuosten pitoisuus tilavuus kyvetissä Liuosten pitoisuus kyvetissä 
DPPH 0,0609 mM 0,95 ml 0,057855 mM 
SW Kraft 1,835 mg/ml 0,05 ml 0,09175 mg/ml 
SWOA 0,1 1,785 mg/ml 0,05 ml 0,08925 mg/ml 
SWOA 0,7 2,180 mg/ml 0,05 ml 0,109 mg/ml 
SWOA 1,3 1,680 mg/ml 0,05 ml 0,084 mg/ml 
 
Kuvasta 37 nähdään, että ainoastaan SWOA 0,1:ssä on jäljellä antioksidatiivista tehoa, kun 









Pyrolyysi-GC-MS-ajojen tulkintaa varten valmistettiin sarja pyrolyysistandardeja, jotka 
tehtiin kaupallisista reagensseista, itse syntetisoiduista vinyyligujakolista ja -syringolista 
sekä laboratoriossa aikaisemmin syntetisoiduista yhdisteistä, kuten 5-hydroksivanilliinista, 
koniferyylialkoholista ja sinapyylialkoholista. Aineista valmistettiin ensin 1,0–1,7 mg/ml 
kantaliuokset etyyliasetaattiin ja niistä laimennettiin lopulliset näytteet GC-MS–ajoja 










Taulukko 19. Pyrolyysistandardien pitoisuudet, massaionit ja retentioajat käytetyllä pyrolyysi-GC-
MS-metodilla 
Näyte Aine Pitoisuus (μg/ml) Massaioni Retentioaika 
1 Guajakoli 345 124 9,05 
2 p-metyyliguajakoli 295 138 10,68 
3 p-vinyyliguajakoli 281 150 12,51 
4 Eugenoli 320 164 13,05 
5 Vanilliini 379 152 13,67 
6 Asetovanilloni 253 166 14,83 
7 Dihydrokoniferyylialkoholi 260 182 16,76 
8 Propiovanilloni 291 180 15,96 
9 Vanilliinihappo 289 nd. nd. 
10 p-propyyliguajakoli 339 166 13,17 
11 p-etyylisyringoli 375 182 15,18 
12 5-hydroksivanilliini 269 152* 14,00* 
13 Asetosyringoni 416 196 17,63 
14 Syringoli 336 154 12,96 
15 Metoksieugenoli 315 194 16,11 
16 Syringaldehydi 279 182 16,83 
17 p-vinyylisyringoli 288 180 15,69 
18 Koniferyylialkoholi 328 180 17,81 
19 Sinapyylialkoholi 308 210 20,38 
 
*5-hydroksivanilliinin molekyyli-ioni on 168 
  
4.6. Ligniinin malliaineiden entsymaattinen hapetus 
Kuten tutkielman alkupuolella todettiin, ligniini on luonnonpolymeeri, joka koostuu eri 
tavoilla toisiinsa liittyneistä fenyylipropaaniyksiköistä. Yleisin kytkeytymistapa ligniinin C9-
yksiköille on β-O-4-sidos, joka on 30–40 % sidoksista havupuuligniinissä ja 40–50 % 
lehtipuuligniinissä.22 
Natiiviligniinin β-O-4-rakenteet sisältävät bentsyylisen hydroksyyliryhmän, jota nimitetään 
ligniinin reaktiiviseksi ryhmäksi.95 Tämä rakenne on nykyisen kraft-prosessiin perustuvan 
selluteollisuuden tärkein kemiallinen prosessikohde. On myös viitteitä siitä, että 
samanlainen rakenne on myös avainasemassa ligniinin biohajoamisessa, jossa prosessin 
alkuvaiheessa bentsyyliset alkoholit hapettuvat nk. α-ketoneiksi. Tässä työssä tutkittiin 
ligniinin bentsyylisen aseman hapettamista käyttäen lakkaasi-mediaattori-systeemiä. 
Työssä tutkittiin reaktion toimivuutta eri mediaattoreilla ja malliaineilla veratryylialkoholi 




Kuva 38. Veratryylialkoholin ja adlerolin hapetus lakkaasi-mediaattori-systeemillä 
 
4.6.1. Entsyymin aktiivisuuden mittaus 
Mittauksessa tarkkailtiin absorbanssin muutosta aallonpituudella 476 nm, 1 mM 2,6-
dimetoksifenoli-liuoksessa, johon on lisätty tunnettu laimennos entsyymiliuosta. 
Entsyymin aktiivisuus saadaan Lambert-Beerin yhtälöstä (A=εbc, missä A=absorbanssi, 
ε=molaarinen absorptiokerroin käytetyllä aallonpituudella (476 nm), b=näytteen 
kulkeman valon pituus ja c=näytteen konsentraatio) johdetulla kertomalla kasvavan 






Kuva 39. Lakkaasin Novozyme 51002 aktiivisuusmittaus 1:1000 laimennos 
Aktiivisuus mitattiin lakkaaseille 51002 ja 51003, joille saatiin arvot 10844 nkat/ml ja 
8252nkat/ml. 
Lakkaasille 51002 mitattiin aktiivisuus myöhemmin uudestaan liuoksissa, jossa oli joko 10 
% tai 20 % butanolia. Laimeammassa 10 % BuOH-liuoksessa entsyymin aktiivisuus oli 6861 
nkat/ml, kun taas vahvemmassa 20 % BuOH-liuoksessa entsyymin aktiivisuus oli vain 68 
nkat/ml, eli lähes olematon. 
 
4.6.2. Hapetuskokeet 
Reaktiot tehtiin ligniinin malliaineille tai pienille määrille ligniiniä käyttäen aina entsyymiä, 
mediaattoria ja sisäistä standardia. Kokeet suoritettiin 30 °C lämpötilassa sekoituksessa 
vesi-keraliuotin-seoksessa, jolloin vedessä oli pH 5,5 tai pH 4,5 50 mM Na-sukkinaatti-
puskuri riippuen entsyymistä. Reaktiot tehtiin usean päivän aikana ja reaktiota seurattiin 
HPLC:llä käyttäen aikaisemmin mitattuja kalibraatiosuoria. Näytteiden analyysikuvaus on 
kappaleessa 4.2. sivulla 42 
Ennen injektiota reaktioliuoksesta otetut HPLC-näytteet laimennettiin 1:10 käyttämällä 






Reaktioissa 1-6 alkoholin ja aldehydin/ketonin konsentraatioihin ei ole tehty korjausta 
sisäisen standardin avulla, koska näissä reaktioissa käytetty TEMPO asettuu hyvin lähelle 
sisäisenä standardina käytettyä trimetoksibentseeniä (TMB) (Kuva 40). Kaikissa muissa 
hapetusreaktioissa konsentraatiot on korjattu käyttämällä korjauskerrointa, mikä saadaan 
jakamalla tunnettu sisäisen standardin konsentraatio mitatulla sisäisen standardin 
konsentraatiolla. Tunnettu sisäisen standardin konsentraatio on sen konsentraatio 
reaktion alussa. 
 
Kuva 40. Kromatogrammi TEMPO-näytteestä. TEMPO:n retentioaika 9,29 
 
4.6.2.1. Veratryylialkoholin hapetus lakkaasi-TEMPO-systeemillä 1,4-dioksaanissa 
käyttäen kahta eri lakkaasia (Reaktiot 1 ja 2) 
 
Ensimmäisessä hapetusreaktioparissa selvitettiin erot entsyymien hapetusnopeuksissa. 
Entsyymeinä käytettiin Novozymesin (Tanska) kahta kaupallista lakkaasipreparaattia 
NS51003 ja NS51002. NS51003 on kotelosienen Myceliopthora thermophila tuottama 
lakkaasi ja NS51002 on kantasienen Trametes villosa tuottama lakkaasi. Reaktio 1 ja 
Reaktio 2 tehtiin 80:20 Vesi-dioksaani-liuoksessa. Reaktio 1 sisälsi 5 μl 51003-
entsyymiliuosta ja liuos oli puskuroitu pH 5,5:een. Reaktio 2 sisälsi 4 μl 51002-
entsyymiliuosta ja liuos oli puskuroitu pH 4,5:een. Molemmat liuokset sisälsivät 12 mM 
tetrametyylipiperidinyylioksyyliä (TEMPO) mediaattorina, 12 mM TMB:tä sisäisenä 
standardina ja 12 mM veratryylialkoholia ligniinin malliaineena. Kuvassa 41 on 
esimerkkinä esitetty reaktion 1 reaktioseoksesta ajetut HPLC-kromatogrammit 




Kuva 41. Reaktio 1:n kromatogrammit ajoilta 0, 1 ja 4 tuntia. 
Taulukkoihin 20 ja 21 on koottu veratryylialkoholin konsentraation muuttuminen ajan 
funktiona. 
Taulukko 20. Veratryylialkoholin hapettuminen veratraldehydiksi Novo51003 lakkaasin ja 
TEMPO:n reaktiossa 20 % dioksaanissa (Reaktio 1) 
Veratryylialkoholi (mM) veratraldehydi (mM) Aika (h) Aldehydin osuus 
1,1176 0,0000 0 0,00 % 
1,1120 0,0000 1 0,00 % 
1,1539 0,0060 4,33 0,52 % 
1,2581 0,0092 21 0,72 % 
 
Taulukko 21. Veratryylialkoholin hapettuminen veratraldehydiksi Novo51002 lakkaasin ja 
TEMPO:n reaktiossa 20 % dioksaanissa (Reaktio 2) 
Veratryylialkoholi (mM) veratraldehydi (mM) Aika (h) Aldehydin osuus 
1,1166 0,0000 0 0,00 % 
0,7597 0,3436 1 31,15 % 
0,0325 1,0606 4,33 97,03 % 
0,0000 1,2209 21 100,00 % 
 
Näistä tuloksista nähdään selvästi että 51002 lakkaasi toimii erinomaisesti TEMPO:n 
kanssa, kun taas 51003 lakkaasi ei toimi juuri ollenkaan. Näiden tulosten takia seuraavissa 
reaktioissa käytettiin 51002 lakkaasia. 
 
 


























































































































4.6.2.2. Butanoli-keraliuottimen konsentraation vaikutus Lakkaasi-TEMPO-hapetuksen 
kulkuun (Reaktiot 3, 4 ja 5) 
Seuraavassa reaktiossa kokeiltiin keraliuottimen vaihtamista. Lakkaasin 
aktiivisuuskokeiden perusteella 10 % butanoliliuos vähentää jonkin verran entsyymin 
aktiivisuutta, kun taas 20 % butanoliliuos pysäyttää aktiivisuuden lähes täysin. 
Valmistettiin kolme vertailtavaa liuosta: Kaikki reaktioliuokset sisälsivät 6 mM TEMPO:a, 6 
mM TMB:tä ja 6 mM veratryylialkoholia sekä 12 μl 51002 lakkaasiliuosta. Reaktio 3 sisälsi 
10 % butanolia, reaktio 4 sisälsi 15 % butanolia ja reaktio 5 sisälsi 20 % butanolia. Loppu 
reaktioliuoksesta oli 50 mM Na-sukkinaatti puskuriliuosta pH:ssa 4,5. 
Taulukko 22. Veratryylialkoholin hapettuminen veratraldehydiksi Novo51002 lakkaasin ja 
TEMPO:n reaktiossa 10 % butanolissa (Reaktio 3). 
Veratryylialkoholi (mM) veratraldehydi (mM) Aika (h) Aldehydin osuus 
0,5818 0,0070 0 1,18 % 
0,5209 0,0519 1 9,07 % 
0,4210 0,1002 2 19,23 % 
0,1370 0,4617 17,25 77,12 % 
0,0998 0,4726 25 82,56 % 
0,0657 0,5145 42,75 88,67 % 
 
Taulukko 23. Veratryylialkoholin hapettuminen veratraldehydiksi Novo51002 lakkaasin ja 
TEMPO:n reaktiossa 15 % butanolissa (Reaktio 4) 
Veratryylialkoholi (mM) veratraldehydi (mM) Aika (h) Aldehydin osuus 
0,5332 0,0070 0 1,29 % 
0,4161 0,0123 1 2,88 % 
0,3985 0,0303 4 7,06 % 
0,3033 0,0833 22 21,54 % 
 
Taulukko 24. Veratryylialkoholin hapettuminen veratraldehydiksi Novo51002 lakkaasin ja 
TEMPO:n reaktiossa 20 % butanolissa (Reaktio 5) 
Veratryylialkoholi (mM) veratraldehydi (mM) Aika (h) Aldehydin osuus 
0,4067 0,0041 0 0,99 % 
0,3411 0,0080 1 2,30 % 
0,3286 0,0149 4 4,33 % 
0,2940 0,0542 22 15,56 % 
 
Reaktioiden tuloksista nähdään huomattava lasku aldehydin muodostumisessa, kun 
butanolin osuus seoksesta kasvaa yli 10 %. Veratryylialkoholista yli 80 % on reagoinut 
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vuorokauden kuluttua 10 % butanoliliuoksessa, kun taas vain hieman yli 20 % on 
reagoinut lähes samassa ajassa, jos butanolia on liuoksessa 15 %. Tämän kokeen ja 
entsyymin aktiivisuuskokeen tulosten takia päätettiin seuraavissa reaktioissa käyttää vain 
10 % butanolia. 
 
 
4.6.2.3. Dimeerisen malliyhdisteen adlerolin hapetus lakkaasi-TEMPO-systeemillä 
butanoli-keraliuottimen kanssa (Reaktio 6) 
Veratryylialkoholikokeiden jälkeen päätettiin hapettaa lakkaasi-TEMPO-systeemin avulla 
dimeeristä ligniinin β-O-4 malliyhdistettä, 1-(3,4-dimetoksifenyyli)-2-(2-metoksifenoksi)-
propaani-1,3-diolia eli adlerolia. Reaktioliuos sisälsi 6 mM TEMPOa, 6 mM adlerolia ja 6 
mM TMB:tä sekä 12 μl 51002 lakkaasiliuosta. Reaktiossa liuottimena käytettiin 10 % 
butanolia ja 90 % pH 4,5 vettä, jossa oli 50 mM Na-sukkinaattipuskuria. 
Taulukko 25. Adlerolin hapetus adleroniksi lakkaasi-TEMPO-systeemillä 10 % butanolissa (Reaktio 
6) 
adleroli (mM) adleroni (mM) Aika (h) Ketonin osuus 
0,4542 0,0000 0 0,00 % 
0,4601 0,0000 1 0,00 % 
0,4473 0,0000 4 0,00 % 
0,4222 0,0098 71 2,26 % 
0,4259 0,0108 96 2,48 % 
 
 
Reaktiosta saatiin selville että TEMPO ei toimi kovin hyvin mediaattorina adlerolin 
hapetuksessa. Tuloksen seurauksena päätettiin kokeilla muita mediaattoreita. 
 
4.6.2.4. Dimeerisen malliyhdisteen adlerolin hapetus Lakkaasi-HBT-systeemillä butanoli- 
ja 1,4-dioksaanikeraliuottimen kanssa (Reaktiot 7 ja 8) 
Seuraavaksi päätettiin yrittää adlerolin hapetusta seuraavaksi 1-hydroksibentsotriatsolilla 
(HBT). Kokeet päätettiin tehdä dioksaani- ja butanolikeraliuottimella. Molemmissa 
59 
 
reaktioliuoksissa on 6 mM HBT:tä, 6 mM TMB:tä, 6 mM adlerolia ja 12 μl 51002 
lakkaasiliuosta. Reaktiossa 7 on 10 % dioksaania ja reaktiossa 8 on 10 % butanolia. 
Molemmat reaktioliuokset on puskuroitu pH 4,5:een 50 mM Na-sukkinaattipuskurilla.  





















0,5464 0,0000 0 0,00 % 0,5529 1,0000 0,5464 0,0000 
0,4223 0,1050 1 19,91 % 0,5433 1,0178 0,4298 0,1069 
0,2632 0,2695 3,25 50,60 % 0,5517 1,0022 0,2637 0,2701 
0,0463 0,4944 21,25 91,44 % 0,5549 0,9965 0,0461 0,4926 
 
Taulukko 27. Adlerolin hapetus adleroniksi lakkaasi-HBT-systeemillä 10 % butanolissa (Reaktio 8) 
adleroli  
(mM) 
















0,5118 0,0000 0 0,00 % 0,4591 1,0000 0,5118 0,0000 
0,4072 0,0898 1 18,07 % 0,4395 1,0446 0,4254 0,0938 
0,2748 0,1905 3,25 40,94 % 0,4255 1,0791 0,2966 0,2056 
0,2300 0,3351 26,25 59,30 % 0,5710 0,8040 0,1849 0,2694 
 
Reaktioiden 7 ja 8 tuloksista saatiin selville että HBT toimii mediaattorina molemmissa 
keraliuottimissa. Reaktion aikana huomattiin myös, että adleroni saostuu ulos 10 % 
butanoliliuoksesta, kun sen konsentraatio kasvaa riittävän suureksi. Reaktio 8 viimeinen 
tulos on saatu liuottamalla reaktioliuos ensin reaktioliuoksen tilavuutta vastaavaan 
määrään dioksaania ja kertomalla saadut tulokset kahdella. Tulosten takia päätettiin 
koittaa, tapahtuuko hapetus pienemmällä määrällä HBT:tä 
4.6.2.5. Dimeerisen malliyhdisteen adlerolin hapetus lakkaasi-HBT-systeemillä käyttäen 
eri mediaattorikonsentraatioita (Reaktiot 9, 10 ja 11) 
Päätettiin tehdä kolmen reaktion sarja, jossa HBT:n määrää vaihdellaan. Kaikissa 
reaktioliuoksissa on 6 mM adlerolia, 6 mM TMB:tä ja 12 μl 51002 lakkaasiliuosta. 




Taulukko 28. Adlerolin hapetus adleroniksi lakkaasi-HBT-systeemillä 10 % butanolissa käyttäen 
vain 1/2 ekvivalenttia HBT:tä (Reaktio 9) 
adleroli (mM) 
adleroni 

















0,3725 0,0000 0 0,00 % 0,2644 1,0000 0,3725 0,0000 
0,4147 0,0460 1 9,98 % 0,3807 0,6945 0,2880 0,0319 
0,3742 0,1150 3 23,50 % 0,3934 0,6720 0,2515 0,0773 
0,2642 0,1950 21,75 42,46 % 0,4028 0,6565 0,1735 0,1280 
0,2592 0,2045 25 44,11 % 0,4242 0,6233 0,1615 0,1275 
0,2844 0,2686 165 48,57 % 0,5312 0,4978 0,1416 0,1337 
 
Taulukko 29. Adlerolin hapetus adleroniksi lakkaasi-HBT-systeemillä 10 % butanolissa käyttäen 
vain 1/4 ekvivalenttia HBT:tä (Reaktio 10) 
adleroli (mM) adleroni 
(mM) 
















0,3764 0,0000 0 0,00 % 0,2338 1,0000 0,3764 0,0000 
0,4294 0,0224 1 4,95 % 0,3261 0,7169 0,3078 0,0160 
0,4025 0,0626 3 13,45 % 0,3766 0,6207 0,2498 0,0388 
0,4348 0,1888 21,75 30,27 % 0,5334 0,4382 0,1906 0,0827 
0,3260 0,1503 25 31,56 % 0,4155 0,5625 0,1834 0,0846 
0,3907 0,2451 165 38,55 % 0,6094 0,3836 0,1499 0,0940 
 
Taulukko 30. Adlerolin hapetus adleroniksi lakkaasi-HBT-systeemillä 10 % butanolissa käyttäen 
vain 1/10 ekvivalenttia HBT:tä (Reaktio 11) 
adleroli (mM) adleroni 
(mM) 
















0,3929 0,0000 0 0,00 % 0,2963 1,0000 0,3929 0,0000 
0,4336 0,0050 1 1,15 % 0,3228 0,9180 0,3980 0,0046 
0,4339 0,0214 3 4,71 % 0,3840 0,7717 0,3349 0,0165 
0,5078 0,0995 21,75 16,39 % 0,5543 0,5346 0,2715 0,0532 
0,3881 0,0774 25 16,63 % 0,4243 0,6984 0,2710 0,0541 
0,4542 0,1238 165 21,42 % 0,5969 0,4964 0,2255 0,0615 
 
 
Kokeista saatiin selville, että HBT hapettaa adlerolia tehokkaammin pienemmillä 
konsentraatioilla, kuten huomataan reaktion 11 tuloksista, jossa ketonin osuus noin viikon 
jälkeen on 20 % vaikka HBT:tä on vain 1:10 ekvivalenttia, kun taas reaktiossa 9, jossa 




4.6.2.6. Veratryylialkoholin ja adlerolin hapetus lakkaasi-violuurihappo-systeemillä 
(Reaktiot 14 ja 15) 
Violuurihappoa käytettiin myös mediaattorina HBT:n sijasta. Reaktioliuokset 14 ja 15 
sisälsivät 6 mM violuurihappoa, 6 mM TMB:tä ja 12 μl 51002 lakkaasiliuosta. Reaktio 14 
sisälsi 6 mM veratryylialkoholia ja reaktio 15 sisälsi 6 mM adlerolia. Molemmissa 
reaktioissa liuottimena oli 10:90 butanoli:vesi – seos. Liuoksen pH oli säädetty 4,5:een 50 
mM Na-sukkinaattipuskurilla. 
Taulukko 31. Veratryylialkogolin hapetus veratraldehydiksi lakkaasi-VLA-systeemillä 10 % 






















0,5093 0,0067 0 1,30 % 0,3251 1,0000 0,5093 0,0067 
0,4206 0,0962 1 18,62 % 0,2870 1,1328 0,4764 0,1090 
0,3674 0,1348 2,5 26,84 % 0,3437 0,9458 0,3475 0,1275 
0,2940 0,1792 22,5 37,87 % 0,2702 1,2030 0,3537 0,2156 
0,3092 0,2300 94,5 42,65 % 0,4076 0,7976 0,2466 0,1834 
 
Taulukko 32. Adlerolin hapetus adleroniksi lakkaasi-VLA-systeemillä 10 % butanolissa (Reaktio 15) 
adleroli (mM) adleroni 
(mM) 
















0,3933 0,0000 0 0,00 % 0,3321 1,0000 0,3933 0,0000 
0,3313 0,0616 1 15,68 % 0,2877 1,1544 0,3825 0,0711 
0,3207 0,0809 2,5 20,14 % 0,2981 1,1140 0,3573 0,0901 
0,1648 0,0915 22,5 35,70 % 0,1984 1,6739 0,2759 0,1532 
 
Reaktioista 14 ja 15 voidaan päätellä että HBT on violuurihappoa parempi mediaattori ja 







Tämän tutkielman kirjallisuuskatsauksen ensimmäisessä osassa on käsitelty lakkaasin ja 
LMS:n toimintaa ja käyttötapoja. Varsinkin sellunvalmistuksen esikäsittelyssä sekä 
jäteveden ja saastuneen maaperän puhdistuksessa LMS-käsittely vaikuttaa olevan hyvin 
tehokas ja arvokas menetelmä. Kustannusten säästö mekaanisen sellun valmistuksessa on 
huomattava varsinkin tulevaisuudessa, jos sähkön hinnat nousevat. Saastuneen maa-
aineksen puhdistus PAH-yhdisteistä sekä fenolisten yhdisteiden poisto jätevedestä ovat 
myös erittäin tärkeitä toimenpiteitä. Tutkimus näillä aloilla on erityisen hyödyllistä, koska 
samalla voidaan tutkia uudenlaisten polymeerien synteesiä. 
Lakkaasinhapetuksen reaktiomekanismi ei ole täysin tunnettu, vaikka sille on löydetty 
monia sovellutuksia. Käsitys lakkaasin tarkasta hapetusmekanismista voi olla hyödyllinen 
varsinkin parempien immobilisoitujen lakkaasien valmistuksessa ja siksi lisätutkimus 
lakkaasin hapetusmekanismeista on toivottavaa. 
Tämän tutkielman kirjallisuuskatsauksen toisessa osassa on käsitelty, miten TEMPO:a ja 
TEMPO-analogeja on käytetty erilaisissa hapetusreaktioissa ja miten reaktiot ja reagenssit 
eroavat. Anelli-protokolla on moneen tilanteeseen sopiva mieto ja selektiivinen hapetus 
alkoholista aldehydiksi tai ketoniksi tai edelleen karboksyylihapoksi, missä reaktion 
etenemistä voidaan säädellä terminaalisen hapettimen määrällä. Anelli-protokolla toimii 
hyvin TEMPO:lla, 4-asetamido-TEMPO:lla, 4-metoksi-TEMPO:lla ja 4-hydroksi-TEMPO:lla, 
sekä tutkielmassa mainituilla polymeerisillä TEMPO-analogeilla. Reaktion huonoja puolia 
ovat siitä muodostuva jäte ja siinä kuluvat reagenssit. Sen sijaan immobilisoidun PIPO:n 
käyttö vähentää reaktiossa muodostuvan haitallisen jätteen määrää, mutta sulkee pois 
joitain poolisia orgaanisia liuottimia. 
Kupari- ja ruteniumkatalyytit vähentävät reaktiossa kuluvien reagenssien määrää, mutta 
eivät ole sovellettavissa yhtä moniin olosuhteisiin. Hapetusreaktiota ei voi enää viedä 
karboksyylihappoon asti, eikä diolien hapetuksen selektiivisyyttä ole enää yhtä helppo 
säädellä pienentämällä terminaalisen hapettimen määrää. On myös huomionarvoista, 
että kun käytetään kupari- tai ruteniumkatalyyttejä, reaktiosta jää jäljelle metallijätettä, 
jonka takia nämä katalyytit eivät ratkaise jäteongelmaa. 
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Lakkaasi-mediaattori-systeemi ratkaisee jäteongelman, mutta menetelmä toimii lähes 
pelkästään aktivoiduille bentsyylisille alkoholeille. Reaktio-olosuhteet ovat myös hyvin 
rajoittavat. Lakkaasi toimii pelkästään liuoksessa, jossa on hyvin pieni määrä orgaanista 
liuotinta ja kapealla pH-alueella. 
Ligniinin hapetukseen sopivan menetelmän löytämiseen tarvitaan vielä lisätutkimusta. 
Tässä tutkielmassa lakkaasi-mediaattori-systeemi, missä HBT-mediaattorin käyttö tuotti 
parhaan hapetustuloksen. Uusien mediaattorien ja kahden tai useamman mediaattorin 
samanaikainen käyttö vaatii vielä lisätutkimusta. 
Tämän tutkielman tutkimusosuudessa lakkaasi-HBT-systeemi tuotti parhaan tuloksen 
samoin kuin kirjallisuudessa. TEMPO-hapetus oli toimiva primäärisen bentsyylisen 
alkoholin kohdalla, mutta sekundäärisen alkoholin tapauksessa TEMPO-hapetus oli hyvin 
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1. Synteesi 1: Puhdistetun tuotteen H-NMR-spektri 
2. Synteesi 2: Puhdistetun tuotteen H-NMR-spektri 
3. Synteesi 3: Puhdistetun tuotteen H-NMR-spektri 
4. Synteesi 1 Sakka: Kiteytyneen sivutuotteen H-NMR-spektri 
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